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1 Abstract 
Objectives 
During ischemic stroke around two million neurons die per minute due to 
hypoperfusion of the brain tissue. To date, it is uncertain whether neurons are 
able to induce the repair of deoxyribonucleic acid (DNA) after hypoxic damage, 
such as that associated with stroke, and if the creation of new neurons, a so-
called neurogenesis, is possible. Our working group’s recent research in this 
area used the radiocarbon method and immunohistochemistry. These studies 
indicated that neurogenesis does not take place, at least not in the area of the 
cerebral cortex. However it has been shown that single neurons were able to 
induce DNA-repair. Our research aimed to investigate whether neuronal DNA-
repair in cell culture is verifiable after experimental hypoxia. 
 
Design and Methods 
lt-NES-cells were cultivated and proliferated to generate self-renewing stock. In 
order to generate a preferably pure population of neurons we used cytosine β-
D-arabinofuranoside hydrochloride–crystalline (AraC) on the cells before the 
actual experiment. This also worked to inhibit the cell division of remainders of 
proliferating cells and glia cells. Subsequently the neurons were subject to the 
oxygen-glucose-deprivation model (OGD). In this way the absence of nutritive 
substances and oxygen that occurs in stroke was experimentally remodeled. 
Cells cultivated further under normoxic conditions served as a control and 
enabled an evaluation of the proportion of damage due to hypoxia. After 
treatment with time-defined deprivation of nutritive agents and oxygen, the cells 
received ethynyl-2 -deoxyuridin (EdU). This was used to mark possible DNA 
synthesis. The cells were treated for 24 and 48 hours after the experiment with 
EdU and were then subject to immunohistochemical analyses. In addition to 
EdU, a staining with an antibody for 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to 
mark cell nuclei, an antibody for caspase3 to mark apoptosis, and an antibody 
for microtubuli-associated protein 2 (map2) to mark neuronal networks were 
used. The results were assessed by light optical and fluorescentic microscope. 
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Observation and Results 
Former protocols for the cultivation of lt-NES-cells were reproduced and optimized, 
particularly for cell density.  In several experiments the optimal period for treatment with 
AraC was defined as 24 hours, in a compromise between the inhibition of cell division of 
remaining proliferating cells and glia cells and cytotoxicity. Subsequently we found that 
under deprivation of nutritive agents and oxygen in the period between 8 and 14 hours 
of hypoxia neuronal damage grew almost continously with longer hypoxia. At 16 or 
more hours of deprivation of nutritive agents and oxygen nearly all cells were apoptotic. 
Before 8 hours of deprivation of nutritive agents and oxygen the neurons seemed 
mostly unimpaired. For the period of treatment with 6 to 14 hours of hypoxia, fluorscentic 
microscoping revealed an integration of EdU in the cells. Due to the methods which 
were used here, we could not definitively conclude that the cells which were positive for 
EdU were really able to repair their DNA. The instillation of EdU generally occurs in the 
s-phase of the cell cycle. As possibly remaining proliferating cells and glia cells could 
have endured in cell culture, these could also have been marked in their DNA-synthesis. 
 
Conclusions 
The results indicate that DNA-repair in neurons after deprivation of nutritive 
agents and oxygen, over a defined period of time, may be possible. This study 
has also generated important clues to the methods that should be brought to 
bear on future investigations of DNA-repair after deprivation of nutritive agents 
and oxygen. Further investigation is needed into the cytotoxic characteristics of 
AraC and possible effect on neurons, along with potential alternatives for the 
production of pure populations of mature neurons. In addition, in order to find 
more evidence for a safe detection of DNA-repair by integration of EdU, cells 
under study should be observed for longer periods after subjection to 
deprivation of nutritive agents and oxygen. 
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2 Zusammenfassung 
Hintergrund und Ziele 
Bei einem ischämischen Schlaganfall sterben pro Minute, in der das 
Hirngewebe nicht ausreichend perfundiert wird, ungefähr zwei Millionen 
Neurone ab. Bis dato ist nicht hinreichend untersucht, inwiefern die Neurone 
nach einem Schlaganfall in der Lage sind, DNA-Reparaturmechanismen 
einzuleiten und ob die Bildung neuer Nervenzellen, eine sogenannte 
Neurogenese möglich ist. Experimentelle Vorarbeiten aus unserer 
Arbeitsgruppe konnten unter Anwendung der Radiokarbonmethode, sowie 
ergänzenden immunhistochemischen Analysen zeigen, dass eine Neurogenese 
nach Schlaganfall zumindest im Bereich der Hirnrinde nicht stattfindet. Jedoch 
konnte gezeigt werden, dass einzelne Neurone in der Lage sind DNA-
Reparaturmechanismen einzuleiten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es im 
Zellkulturmodell zu untersuchen, inwiefern sich neuronale DNA-
Reparaturmechanismen nach experimenteller Hypoxie verifizieren lassen. 
 
Methoden 
Hierzu wurden lt-NES-Zellen kultiviert und vermehrt. Um eine möglichst reine 
Population von Neuronen zu generieren wurde vor dem eigentlichen 
Experiment mit Cytosin-β-D-Arabinofuranosid-Hydrochlorid-Kristallin (AraC) 
behandelt. Hierdurch sollte ebenso die Zellteilung von Resten proliferierender 
Zellen und Gliazellen unterbunden werden. Anschließend erfolgte die 
Behandlung der Neurone in einem sogenannten Oxygen-glucose-deprivation-
Modell (OGD-Modell). Hierbei werden den Neuronen Nährstoffe und Sauerstoff 
entzogen und somit experimentell die Sachlage beim Schlaganfall modelliert. 
Als Kontrollen dienten Neurone, die unter normoxischen Bedingungen weiter 
kultiviert wurden. Auf diesem Wege sollte eine Bewertung des Schadensanteils 
aufgrund von Hypoxie ermöglicht werden. Es erfolgte hierzu nach zuvor 
definiertem Zeitintervall von Nährstoff- und Sauerstoffentzug anschließend eine 
Behandlung mit Ethinyl-2-desoxyuridin (EdU). Letztere erlaubt die Detektion 
einer möglichen DNA-Synthese. Die Zellen wurden 24 bzw. 48 Stunden nach 
dem Experiment mit EdU behandelt und dann immunhistochemisch analysiert. 
Neben EdU erfolgte eine Färbung mit einem Antikörper für 4 ', 6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI), um Zellkerne zu markieren, einem Antikörper für Caspase3, 
4 
 
um Apoptose zu markieren, einem Antikörper für Mikrotubuli-assoziiertes 
Protein 2 (map2), um neuronale Netzwerke zu markieren. Die Auswertung der 
Experimente erfolgte sowohl an einem Lichtmikroskop als auch an einem 
Fluoreszenzmikroskop. 
 
Ergebnisse und Beobachtungen 
Protokolle zur Kultivierung von lt-NES-Zellen wurden reproduziert und insbesondere 
hinsichtlich der Zelldichte optimiert. Auch konnte in mehreren Versuchsreihen ein 
optimaler Behandlungszeitraum mit AraC schließlich festgelegt werden, der 24 Stunden 
betrug. In diesem Zeitraum konnte ein Gleichgewicht zwischen dem Abstoppen von 
Zellteilung von Resten proliferierender Zellen und Gliazellen und gleichzeitig 
auftretender Zytotoxizität erreicht werden. Unter anschließendem Nährstoff- und 
Sauerstoffentzug zeigte sich, dass in den Behandlungszeiträumen zwischen acht und 
14 Stunden der neuronale Schaden, der durch die Hypoxie verursacht wird, 
kontinuierlich zunahm, je länger die Zellen behandelt worden sind. Nach insgesamt 16 
Stunden Nährstoff- und Sauerstoffentzug waren nahezu alle Neurone in die Apoptose 
übergegangen. Eine Behandlungsdauer von weniger als acht Stunden mit Nährstoff- 
und Sauerstoffentzug beeinträchtigte die Neurone kaum. Im Behandlungszeitraum von 
acht bis 14 Stunden konnte fluoreszenzmikroskopisch ein Einbau von EdU in die Zellen 
nachgewiesen werden. Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden 
konnte nicht definitiv rückgeschlossen werden, dass die EdU-positiven Zellen 
tatsächlich in der Lage waren, ihre DNA zu reparieren. Der Einbau erfolgt generell in der 
S-Phase des Zellzyklus und da möglicherweise auch noch Reste proliferierender Zellen 
und Gliazellen in der Zellkultur vorhanden waren könnte es auch in diesen die DNA-
Synthese markiert haben. 
 
Schlussfolgerungen 
Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass möglicherweise eine DNA-Reparatur nach 
Nährstoff- und Sauerstoffentzug über einen definierten Zeitraum in Neuronen stattfinden 
könnte. Ferner beinhaltet sie relevante Experimente, die wertvolle methodische Ansätze 
hervorbringen konnten, die bei zukünftigen Untersuchungen zur DNA-Reparatur nach 
Hypoxie und Nährstoffentzug berücksichtigt werden sollten. Weitere Analysen zu den 
zytotoxischen Eigenschaften von AraC und möglichen Auswirkungen auf Neurone, 
sowie zu möglichen Alternativen, um eine reine Population ausgereifter Neuronen zu 
5 
 
erhalten, sind erforderlich. Ferner ist zur sichereren Detektion von DNA-Reparatur durch 
den Einbau von EdU noch ein längerer Nachbeobachtungszeitraum der Neurone nach 
Hypoxie und Nährstoffentzug notwendig und sinnvoll. 
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3 Einleitung 
 
3. 1 Der Schlaganfall 
 
3.  1. 1 Definition 
Von der Weltgesundheitsbehörde (WHO) wird die neurologische Symptomatik 
eines Schlaganfalles als die Folge einer Unterversorgung des betreffenden 
Hirngewebes mit Nährstoffen, vor allem also Glukose und Sauerstoff, definiert. 
Ursächlich ist ein zerebrovaskuläres Ereignis, dies kann entweder die Blockade 
des betreffenden Gefäßes, zum Beispiel durch eine Stenose, oder aber eine 
entsprechende Ruptur, die in der Folge zu einer Blutung führt, sein 1.  
 
3. 1. 2 Epidemiologie und Prognose 
Die Bedeutung, die der Behandlung von zerebrovaskulären Ereignissen und 
folglich auch der Schlaganfallsforschung leitet sich auch aus der Epidemiologie 
dieser Ereignisse ab. Die Inzidenz für das Erleiden von Schlaganfällen in 
Deutschland wird jährlich auf etwa 600 bis 800 Personen pro 100.000 
Einwohner, die zwischen 65 und 74 Jahre alt sind, geschätzt 2. Mit steigendem 
Alter erhöht sich dabei die Wahrscheinlichkeit einen Schlaganfall zu erleiden 3. 
Insbesondere mit Blick auf die demografische Entwicklung in Deutschland, wird 
diesem also eine noch bedeutendere Rolle zukommen 4. Dabei entfallen 80 bis 
85 Prozent der zerebrovaskulären Erkrankungen auf ischämische Ereignisse 
und mit zehn bis 15 Prozent deutlich weniger Ereignisse auf intrazerebrale 
Blutungen 2. Auch die kritische Prognose dieser Erkrankungen trägt zu dem 
hohen Maß an Bedeutung bei. Sechs Monate nach einem Hirninfarkt sind etwa 
40 Prozent der Patienten behindert und weitere 25 Prozent verstorben 5. 
 
3. 1. 3 Pathophysiologische Grundlagen 
Dem Gehirn kommt, als einem unserer stoffwechselaktivsten Organe bereits im 
körperlichen Ruhezustand etwa 15 Prozent des Herzminutenvolumens zu, 
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obwohl es nur etwa zwei Prozent der Körpermasse ausmacht 5. Sinken Sauer- 
und Nährstoffangebot an das Gehirn aufgrund einer zerebralen Minderperfusion 
unter die so genannte Funktionsschwelle, treten zunächst reversible 
neurologische Ausfälle auf. Bei weiterem Absinken wird die Infarktschwelle 
erreicht, damit verbunden sind irreversible Schäden am Hirngewebe 5,6. Im 
Zuge eines Hirninfarkts entsteht eine so genannte zentrale Ischämie, umgeben 
von einer Zone, deren Versorgung zwischen Funktions- und Infarktschwelle 
liegt, der Penumbra. Die hier gelegenen Neurone sind möglicherweise in der 
Lage sich wieder zu erholen, wenn eine Wiederherstellung der Perfusion 
rechtzeitig erfolgt, bei länger anhaltender Ischämie droht aber auch dieses 
Gewebe zu infarzieren 7.  In der Bildgebung wurde ehemals das 
Positronenemissionstomographie-Computertomographie (PET-CT) genutzt, um 
die Penumbra abzubilden und hierüber weitere Diagnostik und Therapie zu 
steuern 8. Mittlerweile wird jedoch zunehmend eine Perfusionsbildgebung 
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und CT bevorzugt, um profitierende 
Patientengruppen auszuwählen und Therapiezeitfenster auszudehnen 9.  
 
Abhängig von dem Ausmaß der Penumbra ist der Erfolg rekanalisierender 
Therapien. Für diese ist ein enges Zeitfenster vorgesehen, da die Behandlung 
darauf basiert, das verschlossene Gefäß wieder zu eröffnen, bevor ein 
ernsthafter Schaden am Gehirngewebe eintritt und so Mortalität und Morbidität 
zu vermeiden 10. Als Folge des zytotoxischen Schadens durch eine Ischämie 
können Elektrolyte aufgrund des Versagens der Natrium-Kalium-Pumpe nicht 
mehr zurück in den Extrazellularraum gelangen, Natrium und Chlorid werden 
intrazellular angereichert, zelluläres Kalium fluktuiert in den Extrazellularraum, 
und in der Folge bricht das Membranpotential zusammen. Aufgrund 
osmotischer Vorgänge entsteht so zunächst ein zytotoxisches Ödem 7. Im 
Verlauf kann bei anhaltender Ischämie die Blut-Hirn-Schranke beschädigt 
werden und sich zudem ein vasogenes Ödem im Extrazellularraum ausbilden. 
Durch ein ausgedehntes Ödem und der damit verbundenen Drucksteigerung 
auf das umliegende Hirngewebe kann die Sauerstoffminderversorgung der 
Penumbra zusätzlich verstärkt werden und sich das Infarktareal weiter 
ausbreiten 11. Des Weiteren wird eine unphysiologisch hohe Menge an 
Glutamat freigesetzt. Durch die so genannte Exzitotoxizität erfolgt dann eine 
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weitere Zellschädigung. Auch eine sekundäre Inflammation durch die 
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten über die gestörte Blut-Hirn-
Schranke und die Ausschüttung von Zytokinen trägt zur fortschreitenden 
Schädigung des beteiligten Gewebes bei 11. 
 
3. 1. 4 Therapieoptionen 
 
3. 1. 4. 1 Akuttherapie 
Schlaganfallpatienten sollten in jedem Fall in einer Klinik mit einer 
spezialisierten Einrichtung, einer sogenannten Stroke Unit behandelt werden, 
wo unter anderem auch ein erfahrenes Behandlungsteam, bestehend aus 
Ärzten, Pflegepersonal, Ergo-, Physiotherapeuten und Logopäden zur 
Verfügung steht. Die Behandlung von Patienten auf einer Stroke Unit führt 
sowohl zu einer kürzeren Behandlungsdauer und Krankenhausaufenthalt, als 
auch zu einem verbesserten funktionellen Outcome und einer reduzierten 
Mortalitätsrate 12,13. Die Stabilisierung der Vitalparameter ist eines der 
vorrangigen Ziele in der akuten Behandlungsphase eines Schlaganfalles. Dazu 
gehören insbesondere eine Sauerstoffsättigung über 94 Prozent, die Senkung 
hochhypertensiver Blutdruckwerte (Zielblutdruck <180/90 mmHg), die 
Vermeidung sowohl von Hyperglykämien als auch von Hypoglykämien, ebenso 
wie von Hypo- beziehungsweise Hyperthermien 14. 
 
Derzeit ist die einzig wesentliche, kausale Behandlungsmöglichkeit für den 
akuten ischämischen Schlaganfall die intravenöse (i.v.) Thrombolyse gefolgt 
von der mechanischen Thrombektomie bei großen intrakraniellen 
Gefäßverschlüssen. Für Beides ist ein enges Zeitfenster vorgesehen, da die 
Behandlung darauf basiert, das verschlossene Gefäß wieder zu eröffnen, bevor 
ein irreversibler Schaden am Gehirngewebe eintritt 10. Meist findet hier 
recombinant tissue plasminogen activator (rtPA), ein Plasminogenaktivator, der 
i.v. verabreicht wird, Anwendung. Dieses Medikament wird in Europa in einem 
Zeitfenster von bis zu viereinhalb Stunden am Patienten angewendet 10. Die 
hauptsächliche Nebenwirkung einer Thrombolysebehandlung besteht im 
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Auftreten von Blutungen. Deshalb sollten die Patienten nach Therapieinitiierung 
engmaschig überwacht werden 15. Auch Kontraindikationen einer i.v.-
Lysetherapie sollten beachtet werden. Besonders zu erwähnen sind hier das 
Vorliegen einer Blutung, Blutgerinnungsstörungen und sehr ausgedehnte 
Infarktzeichen, da in diesen Fällen das Risiko einer sekundären Einblutung 
häufig stark erhöht ist 15. Je früher die i.v.-Thrombolyse angewendet wird, desto 
besser ist der Outcome der Patienten. 
 
Neben der intravenösen Thrombolyse mit rtPA kann unter speziellen 
Umständen auch eine lokale arterielle Lyse, beispielsweise mit dem Wirkstoff 
Urokinase, oder aber eine mechanische Thrombektomie durch eine 
radiologische Intervention versucht werden 16. Auch die Möglichkeit eine 
intraarterielle Lysetherapie mit der intravenösen Lysetherapie zu kombinieren, 
könnte einen zusätzlichen Benefit für die Patienten erbringen 17. Für ein 
ausgewähltes Patientenkollektiv liegen Hinweise für einen therapeutischen 
Nutzen über den in den Leitlinien festgeschriebenen Zeitrahmen von sechs 
Stunden nach Symptombeginn hinaus vor 18. Im Verlauf sollten kardiale 
Ursachen eines ischämischen Schlaganfalls ebenso wie vorbestehende oder 
während der Behandlung neuauftretende Infekte und Fieber konsequent 
behandelt werden, da dies Auswirkungen auf eine günstigere Prognose haben 
kann. Auch der Wasser- und Elektrolythaushalt sollte gegebenenfalls korrigiert 
werden. Die Patienten einer Stroke Unit sollten außerdem bezüglich der 
Vitalparameter und ihres neurologischen Status überwacht werden und im Falle 
einer Verschlechterung auf eine Intensivstation verlegt werden 14. 
 
3. 1. 4. 2 Prävention 
 
3. 1. 4. 2. 1 Primärprävention 
Im Zusammenhang mit dem Erkrankungsbild des Schlaganfalles verwendet 
man den Begriff der Primärprävention für Maßnahmen, insbesondere für die 
Modifikation von Risikofaktoren, die das erste Auftreten der Erkrankung 
verhindern sollen. Als modifizierbare Risikofaktoren für zerebrale Ischämien 
wurden in der Vergangenheit insbesondere Hypertonie, Hyperlipidämie, das 
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Rauchen, Vorhofflimmern, Karotisstenosen, Diabetes mellitus, körperlicher 
Inaktivität und/oder Adipositas identifiziert. Diese Risikofaktoren sollten 
unbedingt angemessen behandelt und damit reduziert werden 19. 
 
Eine konsequente Blutdrucksenkung kann das Schlaganfallrisiko für diese 
Patientengruppe um bis zu 40 Prozent reduzieren 19. Eine generelle 
Empfehlung zur Operation von Karotisstenosen existiert nicht, entscheidend ist 
dabei der Grad der Stenosierung des Gefäßes und die klinische 
Beschwerdesymptomatik. Meist wird eine Operation erst dann empfohlen, wenn 
über 60 Prozent der Öffnung des Lumens stenosiert sind. Es gilt unbedingt eine 
Plaqueruptur zu vermeiden, weshalb eine Therapie mit einem Statin, einem 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-(HMG-CoA) Reduktase-Inhibitors bei 
jedem Patienten mit Arteriosklerose verschrieben werden sollte 19. Als 
einheitliche Bezugsgröße der Karotisstenose sollte hier methodenübergreifend 
der Stenosegrad nach North American Symptomatik Carotid Endarterectomy 
Trial (NASCET) angegeben werden 20. Patienten mit Vorhofflimmern benötigen 
eine orale Antikoagulation, die zu einer Senkung des Schlaganfallrisikos dieser 
Patienten mit bis zu 80 Prozent beitragen kann. Anhand des CHA²DS²-Vasc-
Score (congestive heart failure hypertension age x 2 diabetes mellitus 
stroke/TIA x 2) kann ermittelt werden, ob der Patient ein orales Antikoagulans 
benötigt 21. 
 
3. 1. 4. 2. 2 Sekundärprävention 
Der Begriff der Sekundärprävention gilt für alle Maßnahmen, die das 
Wiederauftreten der Erkrankung, in diesem Fall des Schlaganfalles verhindern 
sollen. Auch hier spielt die Reduktion von Risikofaktoren eine maßgebliche 
Rolle. Abgesehen von der adäquaten Behandlung eines Vorhofflimmerns mittels 
oraler Antikoagulation, sollte hier insbesondere die Blutdruckeinstellung 
berücksichtigt werden, da sie das Risiko eines wiederholten Schlaganfalles mit 
bis zu 40 Prozent maßgeblich senken kann 21. Eine medikamentöse Therapie 
zur Einstellung/Behandlung der Risikofaktoren sollte möglichst rasch begonnen 
werden, da Sekundär- und weitere Folgeereignisse häufig kurze Zeit nach dem 
Erstereignis auftreten. Aber auch in den ersten fünf Jahren nach einem 
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ischämischen Schlaganfall beträgt die Wahrscheinlichkeit eines 
Folgeereignisses immer noch sechs Prozent 21. 
 
Relativ verbreitet ist hier der Einsatz des Thrombozytenaggregationshemmers 
Acetylsalicylsäure (ASS), der die Zyklooxygenase irreversibel blockiert. Aber 
auch Medikamentengruppen, die über eine Blockade der Adenosindiphosphat 
(ADP)-Rezeptoren der Thrombozyten wirken und so die 
Thrombozytenaggregation verhindern, gewinnen an Bedeutung 22. Hier muss 
vor allem Clopidogrel erwähnt werden, welches vor allem bei 
Unverträglichkeiten gegen ASS oder bei Patientengruppen mit stark erhöhtem 
vaskulärem Risikoprofil Anwendung findet. Orale Antikoagulantien wie 
Phenprocoumon oder die sogenannten direkten oralen Antikoagulantien 
(DOAKs) werden bei kardioembolischer Genese des Schlaganfalls eingesetzt 
22. Der Essener Risikoscore dient hierbei als validiertes Werkzeug zur 
Identifikation von Patienten, die von intensivierter Sekundärprävention 
profitieren 23. Grundsätzlich sollten aber auch in der Sekundärprophylaxe, wie 
bereits unter Punkt 3. 1. 4. 2. 1 beschrieben, alle erkannten modifizierbaren 
Risikofaktoren und Ursachen des ersten Ereignissen dann umso konsequenter 
behandelt werden 24. 
 
3. 2 Experimentelle Therapieansätze 
 
3. 2. 1 Konzept der Neuroprotektion 
 
3. 2. 1. 1 Endogene Neuroprotektion 
 
3. 2. 1. 1. 1 Mechanismen der Präkonditionierung 
Den neuroprotektiven Mechanismen wird das Phänomen der ischämischen 
Toleranz zugerechnet. Dieses tritt ein, wenn Hirngewebe einer subletalen, aber 
nicht irreversible Schäden verursachenden, Ischämie ausgesetzt wird. Wird die 
ischämische Dosis im Verlauf auf ursprünglich letale Werte erhöht, kann 
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beobachtet werden, dass eine gewisse Ischämietoleranz auftritt. Dieser 
Prozess wird auch als ischämische Präkonditionierung bezeichnet 25. 
 
Erstmals im Hirngewebe nachgewiesen wurde dieser Effekt in 
Hippocampusneuronen der mongolischen Wüstenrennmaus (Meriones 
unguiculatus) 26. Darauffolgend wurde bekannt, dass diese ischämische 
Toleranz neben dem Hippocampus auch im frontoparietalen und parietalen 
Kortex, im Thalamus und im Putamen auftritt 27. Beim Menschen gibt es 
Hinweise, dass eine, einem Schlaganfall vorhergegangene, transitorisch 
ischämische Attacke (TIA) protektiv wirken könnte 28. Neben einer 
vorübergehenden Hypoxie könnten auch Hypo-, beziehungsweise 
Hyperthermie, atmosphärische Bedingungen wie der Sauerstoffgehalt der 
Umgebungsluft und die Druckverhältnisse, aber auch Schlafentzug und 
Ernährungseinschränkungen zur Entwicklung einer ischämischen Toleranz 
beitragen und so neuroprotektiv wirken. Im Englischen ist dieses Phänomen 
unter dem Begriff „cross-tolerance“ bekannt 29. Hinter der ischämischen 
Toleranz stehen unterschiedliche Mechanismen. Zusätzlich müssen, um den 
Schutz der hypoxischen Präkonditionierung aufrecht zu erhalten, wiederholte 
Stimuli gesetzt werden 25. Zum einen werden kurz nach dem Insult endogene 
zelluläre Abwehrmechanismen aktiviert, die vor allem auf 
Permeabilitätsänderungen der Ionenkanäle und Regulation von 
Apoptoseprozessen beruhen. Diese bewirken, dass die Zahl der zugrunde 
gehenden Neurone, aber auch das Ausmaß der neuronalen Entzündung 
verringert wird 30. Zum anderen gibt es Mechanismen der Präkonditionierung, 
die länger brauchen, um sich auszubilden und auf Genexpression beruhen 31. 
 
Sie verändern die Genregulation und greifen in transkriptionelle Prozesse ein, 
was dazu führt, dass die Stoffwechselaktivität, die Immunantwort und die 
Blutgerinnung verringert werden. So besteht in der Folge ein Schutz gegenüber 
ischämischen Prozessen 32. Ein relevanter Transkriptionsfaktor ist hypoxia-
inducable factor 1 (HIF1α); die Expression des nukleären Anteils des Moleküls 
steigt nach hypoxischer Präkonditionierung an und bleibt bis zu 24 Stunden 
danach erhöht 33. Weiterhin konnte im Western Blot ein Anstieg von 
Effektorproteinen wie vascular endothelial growth factor (VEGF) und 
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Erythropoetin (EPO) nachgewiesen werden, somit spielen Angiogenese und 
vaskuläres Remodeling eine wichtige Rolle in der ischämischen Toleranz 33. Der 
Transkriptionsfaktor HIF1α wird über eine sauerstoffabhängige Hydroxylase 
inaktiviert, sodass er unter hypoxischen Bedingungen erhöht ist. Dies könnte 
man sich therapeutisch durch den Einsatz eines pharmakologischen 
Hemmstoffes dieser Hydroxylasen zu Nutzen machen 34. 
 
3. 2. 1. 1. 2 Mechanismen der Postkonditionierung 
Neben dem bisher angesprochenen Effekt der hypoxischen Präkonditionierung 
tritt ein postkonditioneller Effekt ein, der nun erläutert werden soll 35. Als 
postkonditionierend wirksame Stimuli wurden andauernde Ischämien und einige 
andere identifiziert, die auch schon als präkonditionierend wirksame Stimuli 
bekannt waren 36. Nach initialer hypoxischer Schädigung konnte durch 
postkonditionelle Hypoxie ein großer Effekt bezogen auf das Überleben von 
Hippocampusneuronen in Rattengehirnen festgestellt werden. Dieser 
verringerte sich signifikant, wenn zeitgleich zur Postkonditionierung auch ein 
Proteinbiosynthesehemmer, hier Cycloheximid, verabreicht wurde 36. 
 
Bezogen auf die Schädigung durch eine globale Ischämie des Gehirns 
beziehungsweise Reperfusionschäden, zeigte sich eine Postkonditionierung 
durch geeignete, kurze ischämische Intervalle während der Reperfusion 
vorteilhaft. Dies zeigte sich insbesondere bei Prozessen rund um Lernen und 
Gedächtnis und einem verringerten cytosolischen Zytochrom-C-Level 37. Auch 
die Infarktgröße an sich konnte durch hypoxische Postkonditionierung verringert 
werden. Möglicherweise spielen die Hemmung der Apoptose und die Hemmung 
der Erzeugung von freien Radikalen eine Rolle 35. Untersuchungen im Western 
Blot bestätigen dies 38. Insofern könnte man zur Therapie zerebraler, 
hypoxischer Ereignisse eine, durch kurze ischämische Intervalle, unterbrochene 
Reperfusion anstreben, um den postkonditionellen Effekt auszunutzen. Effektiv 
entspricht dieser dem der schnellen hypoxischen Präkonditionierung, ist aber 
nicht so robust wie der präkonditionierende Effekt 39. 
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3. 2. 1. 2 Exogene Neuroprotektion 
Neben der endogenen gehört auch die exogene Neuroprotektion zum Konzept 
der Neuroprotektion und stellt damit zumindest theoretisch und experimentell 
eine potentielle Therapieoption des akuten ischämischen Hirninfarkts dar. Die 
exogene Neuroprotektion ist eng verknüpft mit der Pathophysiologie des 
Schlaganfalls, die unter Punkt 3. 1. 3 bereits erläutert wurde. Substanzen, die 
hier der Neuroprotektion dienen, sollen das Ausmaß der Infarktgröße und die 
Anzahl der degenerierenden Neurone hauptsächlich durch Hemmung der 
überschießenden Kalziumfreisetzung, Hemmung der Reaktionen freier Radikale 
und Hemmung der Zelltodmechanismen, deutlich reduzieren 40. Des Weiteren 
soll auch der Umstand ausgenutzt werden, dass beim ischämischen Hirninfarkt 
nicht alle Neurone sofort absterben und dass die Zellen, die sich in der 
Penumbra eines Infarktareals befinden zumindest für einen gewissen Zeitraum 
in der Lage sind, sich wieder zu erholen 40. Sie greifen also in die 
biochemischen und molekularen Pathomechanismen ein, zu denen 
Mechanismen der Entzündung, des oxidativen Stresses, Schaden an der Blut-
Hirn-Schranke, Exzitotoxizität, Apoptose und Autophagie gehören. Dabei sind 
folglich die Mechanismen der Neuroprotektion ebenso hochkomplex wie der 
Pathomechanismus des Schlaganfalls selbst 41. 
 
In Frage kommende Substanzen sind unter anderem Kalziumkanalblocker, 
Kalziumchelatoren, Antioxidantien, γ-Aminobuttersäure (GABA)-Agonisten, 
Glutamat-Antagonisten, Substanzen, die die neuronale Entzündung hemmen, 
ebenso wie Apoptosehemmer und andere Substanzgruppen 40. Eine große 
Herausforderung bereits für die Zulassung solcher „neuroprotektiver“ 
Medikamente liegt darin, erfolgreiche Studienergebnisse im Kleintierversuch auf 
den Menschen zu übertragen. In humanen klinischen Studien konnte bislang 
noch kein signifikanter Effekt solcher neuroprotektiven Substanzen 
nachgewiesen werden 40. Gründe dafür könnten neben anderen, zu kurze 
Behandlungszeiten und zu niedrige Substanzdosen sein, wenn man die 
Rahmenbedingungen der Tierversuche mit denen am Menschen durchgeführter 
Studien vergleicht. Hinzu kommen im humanen Patientenkollektiv 
Komorbiditäten, die bei den häufig jungen und gesunden Versuchstieren fehlen. 
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Auch ist ungewiss ob die Substanzen überhaupt in ausreichender Dosis im 
menschlichen Hirngewebe angereichert werden können 40. 
 
Vielversprechend könnte der kombinierte Einsatz neuroprotektorischer 
Substanzen sein, um additive oder sogar synergistische Effekte auszunutzen 41. 
Ein anderer Ansatz besteht in der Kombination von Thrombolyse und 
Neuroprotektion, um einen besseren Outcome zu ermöglichen. So konnte bei 
Ratten gezeigt werden, dass bei Gabe von rtPA zusammen mit N-Acetyl-Seryl-
Aspartyl-Lysyl-Prolin (AcSDKP) gegenüber der Gabe der einzelnen 
Substanzen, die Infarktgröße und auftretende neurologische Defizite signifikant 
reduziert werden konnten. AcSDKP ist dabei ein auch endogen gebildetes, 
antiinflammatorisch wirkendes Peptid 42. Ein weiterer im Rattenmodell 
nachgewiesener neuroprotektiver Effekt stellte die Kombination aus rtPA und 
milder Hypothermie dar. Hierdurch konnten v.a. die Nebenwirkungen der 
Thrombolysebehandlung reduziert werden und die Hirnschwellung und 
Infarktgröße verkleinert werden 43. 
 
3. 2. 2 Konzept der Neurogenese  
 
3. 2. 2. 1 Erkenntnisse aus animaler und humaner Forschung zur Neurogenese 
 
3. 2. 2. 1. 1 Anfänge in der Erforschung der Neurogenese 
Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass der Mensch mit einer bestimmten 
Anzahl von Neuronen geboren wird und dass sich postnatal keinen neuen 
Zellen nachbilden. Inzwischen gilt diese These als widerlegt. Seit längerem ist 
bekannt, dass sich zumindest im Gyrus dentatus des Hippocampus und in der 
subventrikulären Zone des Vorderhirns auch postnatal neue Neurone bilden 
können 44-46.  
 
Erstmals nachgewiesen wurde eine Neurogenese in humanem Hirngewebe 
Ende des 20. Jahrhunderts. Post mortem konnte im Hirngewebe von Patienten, 
die vor ihrem Tod mit Bromdesoxyuridin (BrdU) behandelt wurden, einem 
Marker für Zellen, die sich in der Synthese-Phase des Zellzyklus befinden, 
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ebendieser Marker in Neuronen, gleichzeitig mit neuronalen Markern 
nachgewiesen werden 47. Mithilfe der Radiokarbon-/Kohlenstoff14 (C14) -
Methode wurde in genomischer DNA mittels mathematischer Berechnungen der 
dynamische Zellaustausch im Hippocampus ermittelt. Berechnungen aus 
diesem Versuch ergaben einen Anteil von 1,75 Prozent an jährlichem 
Austausch einer neuronalen Subpopulation, die etwa ein Drittel der 
hippocampalen Neurone ausmacht 48. Schwierigkeiten bei der Erforschung der 
Eigenschaften der gefunden neuronalen Stammzellen (NSCs) waren zunächst 
auf ihre rein funktionelle Beschreibung, das heißt der Definition neuronaler 
Stammzellen als Zellen, die in der Lage seien sich in vivo zu Neuronen zu 
differenzieren, zurückzuführen, während beispielsweise Oberflächenmarker 
zunächst nicht bekannt waren 44. Überraschenderweise zeigte sich, dass 
neuronale Stammzellen spezifische Charakteristika aufwiesen, die denen von 
Gliazellen ähneln. Auch funktionell betrachtet, sind sie nicht nur in der Lage 
dazu, sich zu teilen und so neue Neurone zu generieren, sondern können 
darüber hinaus auch ihre eigene Differenzierung strukturell und durch die 
Ausschüttung bestimmter Faktoren metabolisch unterstützen 49. 
 
Des Weiteren ergab sich, dass auch Astrozyten eine kritische Rolle bei der 
Differenzierung neuronaler Stammzellen spielen. So gibt es in den 
Stammzellnischen des Gehirns Astrozyten, die bestimmte Moleküle, 
wahrscheinlich Interleukine, ausschütten, die eine Neurogenese anregen, 
während Astrozyten in anderen Hirnregionen Stoffe ausschütten, die eine 
Neurogenese aktiv hemmen 50. Inzwischen weiß man, dass die 
Doppelexpression der Marker Prominin1 und glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
charakteristisch ist und zur Identifikation der betreffenden Zellen als adulte 
neuronale Stammzellen dient 51. 
 
3. 2. 2. 1. 2 Mögliche Funktion der Neurogenese 
Ungeklärt blieb, ob pathogene Ursachen im zentralen Nervensystem in Frage 
kommen würden, um Neurogenese auszulösen. Im Fokus stand dabei neben 
der Rolle der Neuroregeneration in der neuronalen Plastizität, Prozessen wie 
Lernen, Gedächtnis und Neuroadaption auch die Neuroregenration nach 
Verletzungen des ZNS 45,52. 
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Bei Affen wurde gezeigt, dass neue Neurone nicht nur in den schon bekannten 
Zonen gebildet werden, sondern auch im präfrontalen, temporalen und 
okzipitalen Lappen des Neokortexes. Dies wurde in Makaken, Affen aus der 
Familie der Meerkatzen, die mit BrdU behandelt wurden, immunohistochemisch 
nachgewiesen 53. Allerdings wurde letzteres wenige Jahre später widerlegt, da 
bei prinzipiell selbem Versuchsaufbau keine Zellen im Kortex dargestellt werden 
konnten, die für BrdU und hexaribonucleotide binding protein-3 (NeuN), einem 
Marker für differenzierte Neurone, positiv waren. Zwar fanden sich BrdU-
positive Zellen im Kortex, diese seien aber höchstwahrscheinlich Gliazellen, die 
sich bekanntermaßen bei Affen und auch Menschen über das Leben hinweg 
neu bilden können 54. Grundsätzlich wurden aber dennoch parenchymale 
Progenitorzellen in der zweiten Schicht des Cortex gefunden, die weder 
neuronale Stammzellen noch ausgereifte Neurone darstellten. Diese tragen 
wohl zur synaptischen Plastizität und Neurogenese bei, wenngleich das 
Ausmaß noch keineswegs bekannt ist 55. Diesem kommt Bedeutung zu, weil 
sich diese unreifen Zellen nach bestimmten Stimuli, die im Genaueren aber 
noch unbekannt sind, zu reifen Neuronen entwickeln und dann in 
vorbestehende neuronale Netzwerke eingebunden werden können 55. 
 
Perspektivisch könnte sich durch eine etwaige Neuroregeneration ein 
therapeutischer Nutzen nach Verletzung des zentralen Nervensystems ergeben 
55. Dass viele dieser oben genannten Erkenntnisse bisher nicht auf den 
Menschen übertragen werden konnten, könnte einerseits an ungleich 
schwierigeren Versuchsbedingungen liegen, andererseits vor allem aber auch 
an strukturellen Unterschieden zu anderen Säugetieren und vor allem auch zu 
Nagetieren, die in Tierversuchen auch zur Erforschung der Neurogenese gerne 
verwendet werden 56,57. 
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3. 2. 2. 2 Neurogenese nach zerebraler Hypoxie 
 
3. 2. 2. 2. 1 Ergebnisse, die auf einen signifikanten Zusammenhang hinweisen 
Basierend auf Grundlage der Radiokarbon-/C14-Methode, konnte gezeigt 
werden, dass zumindest teilweise im Striatum neue Neurone gebildet werden 
können, vor allem Interneurone. Die Methode beruht darauf, dass der C14-
Gehalt von Neuronen mit dem C14-Gehalt der umgebenden Atmosphäre zum 
Zeitpunkt der Bildung der Neurone korrespondiert. Anhand von Ereignissen, die 
mit einem vermehrten C14-Ausstoß einhergingen und die man aufgrund 
historischer Aufzeichnungen zeitlich genau einordnen kann, können in Folge mit 
mathematischen Mitteln berechnet werden, ob und wann neue Neurone im 
erwachsenen Gehirn gebildet wurden 58. Der Vorgang der Neubildung geht von, 
aus der subventrikulären Zone stammenden, Neuroblasten und bereits weiter 
differenzierten, neuen Neuronen aus. Nach zerebraler Ischämie habe man eine 
solche Neurogenese vermehrt feststellen können 58-60. 
 
Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass Neurone der 
subventrikulären Zone (SVZ), nach zerebraler Ischämie neben Genen, die sie 
auch im physiologischen Zustand exprimieren, und die vor allem die Bildung 
von Neuroprogenitorzellen, neuronale Differenzierung und neuronale Migration 
betreffen, auch Gene exprimieren, die die Neurogenese betreffen 61. In 
Zusammenhang mit zerebralen Ischämien wurde die Hypothese aufgestellt, 
dass im Hippocampus und in der SVZ durch das hypoxische Ereignis selbst, die 
Neurogenese angeregt würde, sodass das ZNS in gewissem Umfang in der 
Lage dazu sei, sich selbst zu reparieren 62,63. In Tierversuchen mit Ratten 
konnte diese Hypothese insofern bestätigt werden, als dass eine Migration von 
Neuroblasten und neuen Neuronen in das durch die Hypoxie geschädigte 
Striatum und weitere ischämische Hirnregionen gezeigt werden konnte. Zudem 
konnte man die Neubildung und Differenzierung in Neurone in der Infarktzone 
nachweisen 64,65. Es ergaben sich allerdings auch Hinweise darauf, dass ein 
großer Teil der neugebildeten Neurone, nämlich etwa 80 Prozent, apoptotisch 
zugrunde gehen und nur ein kleiner Teil der durch das hypoxische Ereignis 
zerstörten Neurone, nämlich nur etwa 0,2 Prozent durch neugebildete Neurone 
ersetzt werden können 59,60,66. 
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Im Gyrus dentatus des Hippocampus konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 
eine Ischämie die Neurogenese, die Proliferation und Differenzierung von 
Neuronen, genauer den Körnerzellen, anregen kann 67,68. Auch in weiteren 
Hirnregionen, nämlich um den dritten und vierten Ventrikel herum, scheinen 
ischämische Ereignisse, sowohl als auch basic fibroblast growth factor (bFgF), 
ein Mitogen, das systemisch per Infusion verabreicht wurde, die Neurogenese 
anzuregen 69. Letztere Lokalisationen waren zuvor noch nicht bekannt, teilen 
aber die Eigenschaft, dass sie hoch vaskularisiert sind und in der Blut-Hirn-
Schranke eine gewisse Permeabilität aufzeigen 69. An humanem Hirngewebe 
wurde post mortem gezeigt, dass nach einer Ischämie vermehrt Ki-67-Protein-
positive Zellen identifiziert werden konnten. Ki-67 ist ein Zellzyklusmarker, der 
Zellen in der Proliferation darstellt. Des Weiteren konnten auch polysialylated 
neuronal cell adhesion molecule (PSA-NCAM) -positive Neuroprogenitorzellen 
gefunden werden, diese wiederum mit fortschreitendem Alter der Patienten in 
der Anzahl etwas verringert. In einer Kontrollgruppe von Patienten ohne 
irgendeine Neuropathologie fanden sich keine Erhöhungen dieser 
Zellzyklusmarker 63. 
 
3. 2. 2. 2. 2 Kritik am Konzept kortikaler Neurogenese 
Im Gegensatz zu den bisher geschilderten positiven Studienergebnissen zu 
Neurogenese nach zerebraler Ischämie unter Punkt 3. 2. 2. 2. 1, wurde erst 
kürzlich gezeigt, dass zumindest kortikale Neurone nach stattgehabter 
Ischämie, nicht in der Lage sind, eine Neurogenese zu initiieren oder ihre 
zerstörte DNA zu reparieren. Auch diese Ergebnisse wurden mithilfe der 
Radiokarbonmethode und vor allem auch der Immunofluoreszenz ermittelt 70. 
 
In Hirngewebe von Personen mit zerebraler Ischämie und gesunden 
Kontrollpersonen zeigte sich post mortem, dass in beiden Kollektiven das Alter 
der Neurone etwa dem Alter der Personen entsprach und somit, dass diese in 
der Entwicklung angelegt worden waren und nicht später im Zuge einer 
Neurogenese neu entstanden sind. Auch zeigte sich keine nennenswerte DNA-
Reparatur schwer geschädigter Neurone 70. Allerdings zeigte sich in 
nennenswertem Umfang, wiederum mithilfe der Radiokarbonmethode, eine 
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Erneuerung von nicht neuronalen Zellen, wie Gliazellen und Gefäßzellen 70. 
Ebenfalls mit der Radiokarbonmethode konnte in Individuen ohne stattgehabte 
zerebrale Hypoxie gezeigt werden, dass auch hier neokortikale Neurone dem 
Alter der Individuen entsprachen, es also keine Hinweise auf eine Neubildung 
von Neuronen gab 71. Eine weitere post-mortem-Analyse von Neokortices von 
Krebspatienten ergab ebenfalls keinen Nachweis einer Neurogenese im 
Neocortex. Die Patienten waren noch zu Lebzeiten mit BrdU behandelt worden 
und es ließen sich keine Zellen im Neocortex darstellen, die sowohl für BrdU als 
auch für neuronale Zellmarker positiv gewesen wären 71. 
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3. 2. 2. 3 Neue Therapiemöglichkeiten 
 
3. 2. 2. 3. 1 Nutzung der endogenen Neurogenese 
Wie weiter oben unter dem Punkt 3. 2. 2. 2 ausführlicher erläutert wurde, ist, 
auch im Zusammenhang mit Schlaganfällen, von einer endogene Neurogenese 
in gewissen Hirnarealen auszugehen, auch wenn der Umfang möglicherweise 
zu gering ist, um die Folgen der Hypoxie zu kompensieren 59,66. Möchte man 
hier therapeutisch ansetzen, könnte als eine Möglichkeit versucht werden, die 
endogene Neurogenese zu unterstützen/verstärken 72. Zunächst würde hierfür 
ein geeigneter neurotrophischer Faktor benötigt, der die Neurogenese und 
neuronale Differenzierung anregt und den man entweder über die Vene, unter 
der Voraussetzung der Passage der Blut-Hirn-Schranke, oder aber über eine 
direkte Infiltration ins Hirngewebe, z.B. durch Einspritzen in den Liquorraum ins 
ZNS bringen kann. Alternativ könnten Zellen im Hirngewebe indirekt über eine 
Gentherapie mit viralen Vektoren zur Expression des geeigneten Faktors 
angeregt werden 72. 
 
3. 2. 2. 3. 2 Exogene Neurogenese mittels Zelltransfusion 
Eine vom Ansatz her völlig unterschiedliche Therapiemöglichkeit wäre die 
Zelltransplantation von Zellen, die zuvor in vitro herangezüchtet werden 72. Zur 
Gewinnung der zu transplantierenden Zellen können verschiedene Methoden 
angewandt werden 73. Beispielsweise kann man die bereits im menschlichen 
Hirngewebe vorhandenen neuronalen, multipotenten Progenitorzellen als 
Vorstufen differenzierter Neurone nutzen, indem man diese isoliert, gezielt 
vermehrt und dann wiederum in Hirngewebe einpflanzt 74. Die Isolation dieser 
Zellen ist einerseits möglich aus der weißen Hirnsubstanz, wo sie neben den, in 
der Mehrzahl vorkommenden, glialen Progenitorzellen vorhanden sind und von 
diesen und erwachsenen Zellen in fluorescence-activated cell sorting (FACS) -
Analysen unterschieden werden können, um isoliert und in vitro kultiviert zu 
werden. Diese Zellen sind dann in der Lage, sowohl in vitro als auch in vivo, 
funktionelle Neurone auszubilden 75. Andererseits ist es zumindest 
experimentell möglich, aus reseziertem humanen Hirngewebe ebensolche 
neuronalen, multipotenten Progenitorzellen aus Hirnregionen wie den 
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Amygdalae, dem Hippocampus, ventrikulären Zonen und daneben auch dem 
Frontal- und dem Temporalkortex zu isolieren, um sie in vitro zu kultivieren 76. 
 
In einem anderen Ansatz werden Zellen nicht aus Hirngewebe, sondern 
stattdessen aus dem Knochenmark isoliert 77. In Versuchen mit Knochenmark-
transplantierten Mäusen zeigte sich, dass zumindest ein Teil der 
transplantierten Knochenmarkzellen ins Gehirn gelangten und dort auch 
neuronale Marker exprimierten. Dieser Vorgang könnte möglicherweise durch 
bestimmte Faktoren noch weiter angeregt werden, um einen therapeutischen 
Nutzen zu erzielen 77. Ein zugrundeliegender Mechanismus könnte hier 
zumindest zum Teil der Vorgang der „Transdifferenzierung“ sein, oder in diesem 
Fall auch als „Dedifferenzierung“ bezeichnet. Letzterer wurden erreicht, indem 
man Knochenmarkzellen zusammen mit embryonalen Stammzellen mit 
Interleukin 3 versetzte. Unter diesen Versuchsbedingungen kam es zu einer 
Fusion der Zellen und die Knochenmarkzellen nahmen den Phänotyp der 
embryonalen Stammzellen an und es entstanden hyper-ploide bone marrow-
derived embryonic stem-like cells (BMESL) -Zellen. Zwar war die Fusionsrate 
relativ gering, es könnten prinzipiell aber auch hier Faktoren gefunden werden, 
um den Fusionsvorgang anzuregen und therapeutisch auszunutzen 78. 
 
Darüber hinaus könnte man zumindest theoretisch auch embryonale 
Stammzellen, sogenannte induced pluripotent stem cells (iPSCs) -Zellen (siehe 
hierzu auch Punkt 3. 3) und hämatopoetische Stammzellen (HSCs) oder 
mesenchymale Stammzellen (MSCs) aus dem Blut der Nabelschnur zur 
Differenzierung zu Neuronen und damit zur Zelltransplantation nutzen 79. 
 
3. 2. 2. 3. 3 Tierversuche zu Zelltransfusionen 
In Tierversuchen mit Mäusen, die einer zerebralen, hypoxischen Schädigung 
ausgesetzt wurden, und die anschließend eine Transplantation von in-vitro-
kultivierten NSCs erhielten, zeigte sich für die transplantierten Mäuse ein 
deutlich verbessertes Outcome vor allem bezüglich astroglialer Narbenbildung 
und der Infiltration mononuklearer Zellen 44. In einem zweiten Versuchsansatz 
dieser Versuchsreihe wurden den Mäusen immortalisierte NSCs in die nicht 
durch Hypoxie geschädigte Hemisphäre transplantiert, und auch hier zeigte sich 
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ein besseres Outcome, diesmal vor allem bezüglich des Läsionsvolumens und 
der Funktionalität 44. 
 
Darüberhinausgehend konnte auch gezeigt werden, dass die Effekte, die dieses 
bessere Outcome bewirkt haben könnten, nicht allein auf dem Ersatz von 
Neuronen oder der Neurogenese der NSCs beruhen, sondern dass vielmehr 
die NSCs auch neuroprotektive und neurotrophische Eigenschaften haben, 
sowie mit anderen Zellen, wie beispielsweise Entzündungszellen oder Zellen, 
die zur Angiogenese beitragen, interagieren können. In der Folge würden eine 
endogene Neurogenese, eine modifizierte Neuroinflammation und die Bildung 
supportiver, aber nicht-neuronaler Zellen, wie Astrozyten und Oligodendrozyten 
gemeinsam einen therapeutischen Nutzen erwirken 80. 
 
In einem Rattenmodell zu traumatischen Hirnverletzungen wurde gezeigt, dass 
neuronale Progenitor- beziehungsweise Stammzellen, die aus dem zehn 
Wochen altem, humanen Vorderhirn stammten und im Konsens mit der Mutter 
nach einer Abtreibung verwendet werden durften, nach in-vitro Kultivierung 
erfolgreich im Rattenhirn eingepflanzt werden konnten, sich dort vermehrten, zu 
Neuronen und Astrozyten differenzierten und in andere Hirnregionen migrierten 
74. Im Rattenmodell zu zerebraler Ischämie bewirkte die intrastriatale Gabe von 
glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF) eine striatale Neurogenese 81. 
Aus der Forschung mit Nagetieren sind Erkenntnisse zur Neurogenese gut 
belegt, und teilweise existieren auch reproduzierbare und handfeste Daten zur 
Neurogenese im Menschen. Inwiefern in einem weiteren Schritt o.g. 
Erkenntnisse auch klinische Anwendung am Patienten finden können, muss 
sich erst noch zeigen 82. 
 
3. 3 NES-Zellen 
 
3. 3. 1 Herkunft und Eigenschaften 
Heutzutage ist es möglich bereits ausdifferenzierte Zellen zu pluripotenten 
Stammzellen zurück zu programmieren, indem man beispielsweise retroviral 
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vier Faktoren in erwachsene murine Fibroblasten transduziert. Die retrovirale 
Transduktion der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten NES-Zellen erfolgte 
mittels der vier Faktoren octamer-binding transcription factor (Oct3/4), sex 
determining region Y box 2 (Sox2), avian myelocytomatosis viral oncogene 
homolog (c-Myc) und Kruppel-like factor 4 (Klf4). Es entstehen sogenannte 
induzierte pluripotente Stammzellen, IPS-Zellen, deren Eigenschaften in 
Morphologie, Wachstum und der Expression von Markergenen denen von 
embryonalen Stammzellen ähnlich sind. In vitro wurde gezeigt, dass sich die 
IPS-Zellen in Zelltypen aller drei Keimplatten differenzieren können 83. Es ist 
möglich humane, adulte Fibroblasten zu humanen iPS-Zellen zu 
reprogrammieren, deren Eigenschaften wiederum denen von humanen, 
embryonalen Stammzellen ähneln 84,85. Es können somit potentiell Patienten-
spezifische Stammzelllinien erschaffen werden, welche von nennenswertem 
therapeutischen Nutzen bei vielen Erkrankungen, wie z.B. dem zerebralen 
hypoxischen Ereignis sein könnten, siehe hier auch Punkt 3. 2. 2. 3 84,85. 
 
Die initial bei der retroviralen Reprogrammierung zum Einsatz gekommenen 
Faktoren wie C-Myc und Klf4 sind Onkogene und schränken damit den 
therapeutischen Einsatz von IPS-Zellen im Menschen aus Sicherheitsgründen 
ein. Inzwischen gelingt die Induktion von IPS-Zellen auch nur mithilfe der 
Faktoren SOX2, OCT4 und valproic acid (VPA), einem Inhibitor der 
Histondeacetylase 86. Yu et al. induzierten pluripotente Stammzellen aus 
humanen somatischen Zellen mithilfe der Faktoren OCT4, SOX2, NANOG und 
cell lineage abnormal 28 (LIN28) 87. Weitere Methoden unter Umgehung der 
Nutzung onkogener Faktoren erschienen kürzlich 88,89. 
 
3. 3. 2 Therapeutischer Nutzen 
Der therapeutische Einsatz von IPS-Zellen bei bestimmten Erkrankungen hat 
durchaus ein großes Potential. Ethische Konflikte, die bei der Arbeit mit 
embryonalen Stammzellen auftreten können, können zu einem großen Teil 
umgangen werden und fehlregulierte Immunantworten (z.B. Graft-vs.-Host-
Disease) sind, da es sich um eine autologe Transplantation handelt, deutlich 
seltener zu erwarten 79. 
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Im Falle einer Patientin mit Amyotropher Lateralsklerose (ALS) konnte gezeigt 
werden, dass adulte Fibroblasten dieser Patientin, zu IPS-Zellen induziert 
werden konnten. In vitro gelang es, die IPS-Zellen dahingehend zu 
differenzieren, dass sich Motorneurone ausbildeten, also jener Zelltyp, der bei 
der ALS zerstört wird. Dieses Resultat war von großer Bedeutung und ein 
wichtiger Schritt in Richtung potentielle kausale Therapie der ALS. Zumindest 
theoretisch wäre dieser Therapieansatz auch auf die Schlaganfallerkrankung 
übertragbar 90. 
 
Nichtsdestotrotz gibt es derzeit noch viele Hindernisse, die iPS-Zellen 
routinemäßig therapeutisch bei bestimmten Erkrankungen einzusetzen. So ist 
die Effektivität der Reprogrammierung gering, es bleiben Risiken viraler 
Infektionen durch das Prinzip der retroviralen Transduktion und auch das 
Risiko, Tumore zu entwickeln besteht, insbesondere auch dadurch, dass iPS-
Zellen aus bislang nicht genauer bekannten Gründen dazu neigen genomische 
Alterationen zu bilden 79,91. 
 
Eine Möglichkeit, dass durch die Reprogrammierung mit Onkogenen erhöhte 
Risiko einer Tumorentwicklung zu reduzieren besteht darin, anstatt viraler 
Transduktion der Zellen auf eine Modifikation der Zellen mit synthetischer 
messenger Ribonukleinsäure (mRNA) zurückzugreifen. Hierdurch entstehen 
sog. RNA-induzierten pluripotenten Stammzellen (RiPSCs) 92. Eine Studie von 
Gore et al. untersuchte zur Risikoeinschätzung 22 humane IPS-Zelllinien auf 
Genmutationen. Die IPS-Zellen wurden durch fünf verschiedene Methoden 
induziert und insgesamt konnten 124 Mutationen identifiziert werden. Die Hälfte 
der nachgewiesenen Mutationen sei in geringerem Ausmaß bereits im Genom 
der Fibroblasten nachweisbar gewesen, während die genomischen Alterationen 
in den iPS-Zellen, v.a. Gene betrafen, die auch in mutierten Tumoren 
vorkommen 93. 
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3. 3. 3 Sonderform human induced pluripotent stem cell-derived 
long-term self-renewing neuroepithelial-like stem (hiPS-lt-NES) 
-Zelllinie 
Modelle zur Erforschung pathologischer Prozesse erfordern eine Population 
von neuronalen Zellen, die in ihren Eigenschaften stabil sind und nach 
standardisierten Protokollen behandelt werden können. Hierzu wurden über 
lange Zeit, sich selbst erneuernde lt-NESCs entwickelt, die von drei humanen, 
embryonalen Stammzelllinien (hESCs) und sechs iPS-Zelllinien abstammen 94. 
Eigenschaften, die diese Zellen für oben genannten Zweck geeignet machen, 
sind im Genauerem, stabiles Wachstum in Anwesenheit von FGF und EGF, 
stabile Differenzierungsfähigkeit zu Neuronen und Gliazellen, ein 
charakteristisches Profil bezogen auf Transkriptionsfaktoren und die Möglichkeit 
funktionell ausgereifte Neurone zu bilden 94. 
 
Für spinale Rückenmarksverletzungen gibt es bereits vielversprechende 
Forschungsergebnisse zum Einsatz von hiPS-lt-NES-Zellen. Im Mausmodell 
waren nach spinaler Rückenmarksverletzung hiPS-lt-NES-Zellen transplantiert 
worden und es zeigte sich eine verbesserte Funktion der hinteren Gliedmaße 
durch Rekonstruktion des kortikospinalen Traktes, die Ausbildung synaptischer 
Verknüpfungen und die Ausbildung neuronaler Netzwerke durch die 
überlebenden endogenen Neurone und die neutransplantierten Neurone 95. 
Experimentelle Forschungsergebnisse zum Schlaganfall zeigen, dass hiPS-lt-
NES-Zellen im Rattenmodell nach Verschluss der Arteria cerebri media 
erfolgreich transplantiert werden können und in vivo zu Neuronen 
differenzieren. Die funktionelle Einschränkung nach Schlaganfall konnte so 
reduziert werden 96. 
 
3. 3. 4 Oxygen-glucose-deprivation-Modell (OGD-Modell) und 
DNA-Reparaturnachweis 
Um in vitro ein Strokeszenario zu errichten kann das OGD-Modell genutzt 
werden. Hier wird den Zellen über das Zellmedium Glukose und über das 
Einbringen der Zellen in einen anaeroben Zellinkubator Sauerstoff entzogen. 
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Unterschieden wurden nach Glukoseentzug zwei Untermodelle je nach 
Mediumwechsel zu balancierter Salzlösung (verzögertes Modell) oder zu 2-
deoxy-d-glucose-Medium (akutes Modell). Zur Imitation einer Reperfusion 
wurden die Zellen aus dem anaeroben Zellinkubator entfernt und unter aeroben 
Bedingungen erfolgte im verzögertem Modell eine Zugabe von Glukose zum 
Zellmedium, beziehungsweise im akuten Modell ein Austausch des Mediums zu 
glukosehaltigem Medium 97,98. 
 
Im akuten Modell zeigte sich die Mehrheit der Neurone innerhalb von drei 
Stunden nach Ischämie nekrotisch und verschwollen, innerhalb von 24 Stunden 
postischämisch erschienen diese zudem nekrotisch und apoptotisch und in der 
Folge geschrumpft, was auf einen fortschreitenden Prozess postischämisch 
hinweist. Im verzögerten Modell erschienen die Zellen dagegen bis zu sechs 
Stunden postischämisch morphologisch unauffällig und erst in den nächsten 42 
Stunden setzte eine apoptotische Degeneration ein, die auf eine Blockade der 
Glutamatrezeptoren während der in-vitro-Ischämie zurückzuführen ist. Zudem 
konnte gezeigt werden, dass in den Plastikschalen, auf denen die Zellen 
wuchsen, Sauerstoff eingelagert wurde, was wahrscheinlich zu den langen in-
vitro Induktionszeiten von neuronalem Tod beiträgt 97. 
 
In beiden Untermodellen wurden Biomarker für Nekrose, Apoptose, Autophagie 
und Nekroptose gefunden, wobei der Anteil von Autophagie besonders im 
verzögerten Modell proportional hoch erschien. Alles in allem soll das Modell 
einen wertvollen Beitrag leisten, die Mechanismen hinter neuronalem Zelltod 
oder Überleben aufdecken zu können, so wie mögliche neuroprotektive 
Mechanismen testen zu können 98. 
 
Eine verlässliche Methode, um DNA-Synthese und damit auch DNA-Reparatur 
nachzuweisen, wird durch die Markierung der Zellen mit EdU geboten. Die 
chemische Reaktion beruht auf den Einbau markierter DNA-Bausteine in der S-
Phase der DNA-Replikation, die dann durch eine kupferkatalysierte 
Cycloaddition mit einem Fluoreszenzfarbstoff reagieren und so sichtbar 
gemacht werden können 99. Der große Vorteil dieser Methode gegenüber 
altbewährten Methoden mit BrdU oder [³H]thymidin, liegt darin, dass eine DNA-
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Denaturierung nicht mehr notwendig ist, ebenso wenig wie die Arbeit mit 
radioaktiven Substanzen 99. In der Arbeit mit dem zentralen Nervensystem 
erwies sich der Gebrauch von EdU gut handhabbar und im direkten Vergleich 
zu Färbungen mit BrdU ebenso zuverlässig 100. Viele Studien zur 
Neuroregeneration im zentralen Nervensystem hatten gute und verlässliche 
Ergebnisse unter der Anwendung von EdU erzielt 101. 
 
3. 4 Zielsetzung und Fragestellung 
In Anbetracht immunhistochemischer Vorarbeiten, welche die Existenz von 
neuronalen DNA-Reparaturmechanismen nach zerebraler Ischämie im 
Menschen suggeriert haben, war das Ziel der vorliegenden Arbeit im 
Zellkulturmodell zu untersuchen, inwiefern sich neuronale DNA-
Reparaturmechanismen nach experimenteller Hypoxie verifizieren lassen. 
Spezifisch sollte ferner studiert werden, wie viele neuronale und nicht-neuronale 
Zellen DNA-Reparaturmechanismen aufweisen – und gleichzeitig nicht 
Apoptose induzieren – und wie sich der zeitliche Verlauf von DNA-Reparatur 
nach Hypoxie verhält. Aufgrund der genannten Vorteile sollten hierfür die 
Experimente an der hiPS-lt-NES-Zelllinie durchgeführt werden. 
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4 Materialien und Methoden 
 
4. 1 Materialien 
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die verwendeten Materialien von der 
Firma Sigma oder Lifetechnologies verwendet. 
 
4. 1. 1 Zelllinie 
hiPS-lt-NES-Zellen     (Falk Laboratory, Schweden) 
Diese Zellen wachsen adhärent. 
 
4. 1. 2 Laborgeräte 
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank  Herasafe 
Brutschrank      Heracell 
(37°C, 5 Prozent CO2, 20 Prozent O2)   
Zentrifuge 5810R     Eppendorf 
Lichtmikroskop CK40    Olympus 
Imager M2       Zeiss 
Observer Z2      Zeiss  
Kühlschrank 4°C     Siemens 
Gefrierschrank -20°C    Liebherr 
Gefrierschrank -80°C    Panasonic 
Gefriertruhe -150°C     Panasonic 
Pipettierhelfer     Brand 
Mikropipetten 1-10 µl   Gilson 
10-100 µl   Gilson 
100-1000 µl   Gilson 
Absaugsystem     Wesemann 
Abzug       Wesemann 
Temperierbares Wasserbad WSB30  SeluTec 
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Hypoxische Werkbank Invivo2   Ruskinn Technologie 
Hypoxic Gas Mixer     Ruskinn Technologie 
Automatischer Zellzähler TC20   Biorad 
Kryoeinfriergerät, Mr. Frosty   Nalgene 
Mikrowelle      Clatronic 
 
4. 1. 3 Verbrauchsmaterialien 
Zellkulturflasche T25 mit Filterdeckel  TPP 
Zellkulturflasche T75 mit Filterdeckel  TPP 
Zellkulturschale 35 x 10 mm   Falcon 
Zellkulturschale 150 x 20 mm   Falcon 
Zentrifugenröhre 15 ml    Sarstedt 
Zentrifugenröhre 50 ml    Sarstedt  
Sterile serologische Pipetten, wattiert 
5 ml      Sarstedt 
10 ml      Sarstedt 
25 ml      Sarstedt 
Sterile Einmalspritze 30 ml   BD 
Sterile Spritzenvorsatzfilter,    Sartorius 
Durchmesser 28 mm, Porengröße 0,2μm  
Einweg Pasteurpipetten 3,2 ml   Roth 
Kryoröhrchen 1 ml     Nunc 
Mikropipettenspitzen, nicht gestopft 
2-20 µl     Sarstedt 
 10-100 µl     Sarstedt 
 100-1000 µl     Sarstedt 
Autoklavierte Pasteurglaspipetten,   Brand 
lang 230 mm 
Reaktionsgefäße 1,5 ml    Sarstedt 
Farbige PCR-Tubes 0,2 ml   Sarstedt 
Deckgläser, Durchmesser 30 mm,  Hecht 
Stärke 1 mm 
Handschuhe      Sempercare 
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4. 1. 4 Software 
Software Zen lite 2012    Zeiss 
 
4. 1. 5 Substanzen und Medien 
 
4. 1. 5. 1 Substanzen 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium:   Lifetechnologies 
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)   
Dulbecco’s Modified Eagle Medium,   Lifetechnologies 
no glucose 
Penicillin/Streptomycin    Lifetechnologies 
N-2 Supplement     Lifetechnologies 
B 27       Lifetechnologies 
EGF       Peprotech 
BFGF/FGF 2      Lifetechnologies 
Laminin      Sigma 
AraC       Sigma 
EdU       Lifetechnologies 
(aus dem EdU Click it Kit, siehe 4. 1. 6. 1)      
    
4. 1. 5. 2 Medien 
Grundmedium     DMEM / F12 + Pen/Strep 1:100  
+ N2 Supplement 1:100 
Proliferationsmedium 1  Grundmedium + B27 1:1000 + 
EGF 1:2000 + FGF 1:2000 
Proliferationsmedium 2  Grundmedium + B27 1:500 + 
EGF 1:1000 + FGF 1:1000 
Differenzierungsmedium 1    Grundmedium + B27 1:100 
Differenzierungsmedium 2  Grundmedium + B27 1:50 + 
Laminin 1:500 
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Differenzierungsmedium mit AraC  Grundmedium + B27 1:100 + 
Laminin 1:500 + AraC 5 µM 
Differenzierungsmedium 1 mit EdU  Grundmedium + B27 1:100 + 
Laminin 1:500 + EdU 10 µM  
Differenzierungsmedium 2 mit EdU  Grundmedium + B27 1:50 + 
Laminin 1:500 + EdU 20 µM 
 
4. 1. 6 Chemikalien und Substanzen 
Paraformaldehyde prilled (PFA)   Sigma 
Phosphate Buffered Saline (PBS) steril  Sigma 
PBS x 10      Applichem 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO)   Sigma 
Natriumchlorid (NaCl)    Merck 
Kaliumchlorid (KCl)     Merck 
TrisBase      Sigma 
Salzsäure (HCl)     Merck   
Triton       Applichem 
Donkey Serum     PAN Biotech 
BSA       Sigma-Aldrich 
Isopropanol 70 Prozent    VWR 
Poly-L-Ornithin     Sigma 
TrypLE Express     Lifetechnologies 
Defined Trypsin Inhibitor    Lifetechnologies 
 
4. 1. 7 Antikörper und Kits 
In Klammern angegebene Zahlen entsprechen den Verdünnungen, die in der 
Immunecytochemistry (ICC)/Immunohistochemie eingesetzt wurden. 
 
4. 1. 7. 1 Kits 
EdU Click it plus 488 Imaging Kit   Lifetechnologies 
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4. 1. 7. 2 Primärantikörper 
Kaninchen-Anti-ß-III-Tubulin (1:500)  Millipore 
Maus-Anti-Nestin (1:500)    Millipore 
Maus-Anti-Map2 (2a+2b) (1:500)   Sigma 
Kaninchen-Anti-Cleaved-Caspase3 (1:400) Cell Signaling 
 
4. 1. 7. 3 Sekundärantikörper 
Anti-Kaninchen-IgG vom Esel    Dianova 
Alexa FluorR 647 (1:1000) 
Anti-Maus-IgG vom Esel    Lifetechnologies 
Alexa FluorR 568 (1:1000) 
Anti-Kaninchen-IgG vom Esel   Lifetechnologies 
Alexa FluorR 568 (1:1000) 
Anti-Maus-IgG vom Esel    Lifetechnologies 
Alexa FluorR 488 (1:1000) 
 
4. 1. 7. 4 ProLong® 
ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI Lifetechnologies 
 
4.2 Methoden 
Für die unten beschriebenen Methoden wurden grundsätzlich Informationen zur 
Methodik von den Herstellern einzelner Substanzen und insbesondere auch 
Informationen von Lifetechnologies für das EdU-Kit verwendet. In der Zellkultur 
bedienten wir uns bewährter Protokolle, die wir wo nötig, etwas modifizierten 
94,102,103. 
 
4. 2. 1 Proliferation und Differenzierung der hiPS-lt-NES – Zellen 
Alle hier angeführten Arbeitsschritte erfolgten, wenn nicht anders beschrieben 
unter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank. 
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4. 2. 1. 1 Beschichtung der Zellkulturflaschen 
Die benötigte Menge an Zellkulturflaschen wurde vor dem Überführen der 
Zellen mit Poly-Ornithin und in PBS verdünntem Laminin beschichtet. 
Grundsätzlich wurden hierfür jeweils fünf Milliliter der Beschichtungslösung für 
T25-Flaschen und zehn Milliliter für T 75-Flaschen verwendet. Poly-Ornithin 
wurde unverdünnt eingesetzt und nach Eingabe in die Zellkulturflaschen für 30 
Minuten bei 37 Grad Celsius im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde es 
mit einer Seropipette abgezogen. Im nächsten Schritt wurden die 
Zellkulturflaschen bzw. –schalen dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurde 
Laminin in PBS verdünnt (1:100) und in die Zellkulturflaschen gegeben, welche 
wiederum für weitere vier Stunden bei 37 Grad Celsius im Brutschrank inkubiert 
wurden. Die Lamininlösung wurde kurz vor der Ausplattierung der Zellen in die 
Zellkulturflaschen wieder entfernt. Für die Schalen (Durchmesser: 3,5 x 10 
mm), die in der Differenzierung verwendet wurden, brauchte man jeweils einen 
Milliliter an Poly-Ornithin, PBS und in einem Verhältnis von 1:100 in PBS 
gelöstes Laminin. 
 
4. 2. 1. 2 Ansetzen der Zellkulturmedien 
In der Proliferation wurden je nachdem, ob ein ganzer Medienwechsel, 
beispielsweise nach dem Splitten, erfolgte oder nur die Hälfte des Mediums 
gegen frisches Medium ausgetauscht werden sollte, Proliferationsmedium 1 im 
ersten Fall und Proliferationsmedium 2 im zweiten Fall eingesetzt (genaue 
Zusammensetzung siehe Punkt 4. 1. 5. 2.). Für eine T25-Flasche wurden dabei 
jeweils fünf Milliliter Medium verwendet, während eine T75-Flasche mit 20 ml 
Medium befüllt wurde. Beide Medien beinhalteten B27, EGF und FGF, 
unterschieden sich in den Verdünnungen dieser Bestandteile aber insofern, als 
dass diese im Proliferationsmedium 2 in doppelter Konzentration vorlagen. Zum 
Ansetzen der Medien wurde die gewünschte Menge an Grundmedium, das 
vorher im Wasserbad auf 37 Grad Celsius erwärmt wurden war, in eine 
Zentrifugenröhre gegeben und mithilfe von Mikropipetten wurden anschließend 
die benötigten Mengen an, unmittelbar zuvor aufgetauten, Zusatzfaktoren 
zugegeben. Die genauen Konzentrationen hierzu sind unter Punkt 4. 1. 4. 2 
angegeben. In der Differenzierung wurden unterschiedliche Zusatzfaktoren in 
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anderen Konzentrationen zugegeben (siehe Punkt 4. 1. 4. 2). Eine kleine 
Schale wurde mit je zwei Milliliter Medium befüllt. 
 
4. 2. 1. 3 Auftauen der Zellen 
Die in Kryoröhrchen konservierten Zellen, wurden aus der Gefriertruhe (-150°C) 
entnommen und von Hand im Wasserbad angetaut und anschließend zügig in 
bereits bei 37 °C vortemperiertes Grundmedium aufgenommen. Die 
Zellsuspension wurde anschließend zentrifugiert, um das zur 
Kryokonservierung verwendete DMSO zu entfernen. Das so entstandene 
„Zellpellet“ wurde dann in ebenfalls bei 37°C vortemperiertem 
Proliferationsmedium 1 resuspendiert und schließlich in bereits beschichtete 
Zellkulturflaschen (s. 4.2.1.1) gegeben, wo sie dann proliferierten bis eine T75-
Flasche dicht bewachsen war. Aus dieser Flasche wurden die Zellen gesplittet 
wie unter Punkt 4. 2. 1. 5 beschrieben. Die zentrifugierten Zellen wurden in 25 
ml Proliferationsmedium 1 resuspendiert und dann zu je einem Milliliter auf 25 
bereits beschichtete kleine Zellkulturschalen gegeben. In diesen war vorher 
bereits je ein Milliliter Proliferationsmedium 1 vorgelegt wurde. Zwei Tage später 
wurde dann das Proliferationsmedium vollständig gegen 
Differenzierungsmedium 1, dem allerdings Laminin in einer Konzentration von 
1:500 zugesetzt wurde, da keine neue Beschichtung der Platten erfolgte, 
ausgetauscht. 
 
4. 2. 1. 4 Kultivierung der Zellen 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 Grad Celsius, mit 20 
Prozent O2 und fünf Prozent CO2. Jeden zweiten Tag nahmen wir einen 
Medienwechsel vor. Hierzu wurde jeweils die Hälfte des Mediums abgenommen 
und mit Proliferationsmedium 2 bzw. Differenzierungsmedium 2 in gleicher 
Menge ersetzt. Am Wochenende erfolgte in der Regel kein Mediumwechsel. Bei 
einer Zellkonfluenz von ca. 80 Prozent, wurden die Zellen gesplittet (s. 4. 2. 1. 
5). Es war prinzipiell nötig, die Zellen auch in der Differenzierung einmal zu 
splitten, was am dritten Tag der Differenzierung erfolgte (siehe Punkt 4. 2. 1. 5). 
Unter dem Splitten wurden die Zellen ausgezählt und mit jeweils gleicher 
Zellzahl (0,25 bzw. 0,5 x 106 Zellen) angesät. Die Zelldichte nahm in den 
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Zellschalen zwischen den Differenzierungstagen stetig zu. Insgesamt wurden 
die Zellen bis zu 28 Tage differenziert, bevor sie unter dem Lichtmikroskop und 
in Kontrollfärbungen soweit ausdifferenziert waren, dass die Versuche in der 
Hypoxiekammer durchgeführt werden konnten. 
 
4. 2. 1. 5 Splitten der Zellen 
Bei einer Zellkonfluenz von ca. 80 Prozent wurde ein Splittvorgang eingeleitet 
und zunächst das Medium mithilfe eines Absaugsystems mit einer Glaspipette 
aus den Zellkulturflaschen entnommen. Dann erfolgte ein Waschschritt mit 
PBS, um das den Zellen noch anhaftende Medium möglichst vollständig zu 
entfernen. Im nächsten Schritt wurde mit einer Seropipette TrypLE Express auf 
die Zellen gegeben, um diese von der Zellkulturflasche/-schale zu lösen. Dabei 
wurden für die T25-Flaschen je drei Milliliter und für die T75-Flaschen je sechs 
Milliliter TrypLE Express verwendet. Es erfolgte eine Inkubation bei 37 °C für 
einige Minuten, bis die Zellen sich vom Boden des jeweiligen Zellkulturgefäßes 
abgelöst hatten. Die Zellen wurden währenddessen makroskopisch beobachtet 
und gegebenenfalls leicht abgeklopft, indem man die Zellkulturflasche leicht 
gegen den Rand der Sicherheitswerkbank schlug. Nach Ablösen der Zellen vom 
Boden der Zellkulturflasche/-schale, wurde zu dem TrypLE Express die jeweils 
gleiche Menge an DTI gegeben, um die Reaktion des Trypsins abzustoppen. 
Anschließend wurde eine äquivalente Menge an Grundmedium, hinzugegeben, 
und die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 
Raumtemperatur und 300 g für fünf Minuten zentrifugiert. Das überschüssige 
Medium wurde mit Hilfe des Absaugsystems vorsichtig abgenommen. Das 
verbliebene Zellpellet wurde nun in einigen Millilitern Proliferationsmedium 1 
resuspendiert und zu gleichen Teilen auf die zuvor beschichteten neuen 
Zellkulturflaschen verteilt beziehungsweise in Kryoröhrchen weggefroren, siehe 
dazu 4. 2. 1. 6. 
 
Das Splitten der Zellen während der Differenzierung war einmal nötig und 
erfolgte etwa am dritten Tag der Differenzierung. Auch in der Differenzierung 
erfolgte das Splitten grundsätzlich wie schon in der Proliferation, allerdings war 
das Abklopfen der Zellen in den Schalen unkomfortabler als in den Flaschen 
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und wurde sehr vorsichtig bewerkstelligt. Verbraucht wurden je kleiner 
Zellkulturschale ein Milliliter an PBS, TrypLE Express, DTI und Grundmedium 
zum Splitten. Aufgenommen wurde die zentrifugierten Zellen in insgesamt 50 ml 
Differenzierungsmedium 1 und dann wurde dieses auf 50 kleine, bereits 
beschichtete und mit einem Milliliter Differenzierungsmedium 1 befüllte 
Zellkulturschalen verteilt.  
 
4. 2. 1. 6 Kryokonservierung der Zellen 
Die Kryokonservierung von Zellen erfolgte im Rahmen des Splittvorgangs der 
Zellen. Wie unter 4. 2. 1. 5 beschrieben, wurden die Zellen vom Boden der 
Zellkulturflasche abgelöst, abzentrifugiert und in Medium, bestehend aus 
Grundmedium, das mit 10 Prozent DMSO versetzt wurde, resuspendiert. Es 
wurden jeweils zweimal 106 Zellen in ein Kryoröhrchen (= ein Milliliter) gegeben, 
das wiederum in einen Kryokonservator gestellt wurde. Der Kryokonservator 
wurde zunächst für 24 Stunden in einen Gefrierschrank bei -80 °C gegeben und 
im weiteren Verlauf für die längerfristige Konservierung in eine Gefriertruhe bei -
150 °C überführt. 
 
4. 2. 2 Vorbereitung und Durchführung zellbiologischer 
Arbeitsmethoden in der Hypoxiekammer 
 
4. 2. 2. 1 Inkubation der hiPS-lt-NES-Zellen mit AraC 
Das mit AraC versetzte Differenzierungsmedium 1 wurde zunächst steril filtriert, 
bevor es zum Einsatz kam. Dazu wurden sterile Einmalspritzen und sterile 
Spritzenvorsatzfilter verwendet. Schließlich wurden die Zellen 24 Stunden mit 
Differenzierungsmedium, welches AraC enthielt, inkubiert. Ziel der 
Vorbehandlung war eine Reduktion, der sich noch in der Mitose befindlichen 
Zellen zu erreichen.  24 Stunden nach erfolgter Inkubation mit AraC-haltigem 
Medium wurden die Zellen zu definierten Zeitpunkten in die Hypoxiekammer 
eingebracht (s.u.). 
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4. 2. 2. 2 Einbringen der hiPS-lt-NES-Zellen in die Hypoxiekammer 
Ziel der nachfolgend beschriebenen Versuchsschritte war die Realisierung 
eines in-vitro-Ischämie-Modells, in dem neuronalen Zellen gleichzeitig 
Sauerstoff und Glucose entzogen wird, auch als OGD-Modell bezeichnet (siehe 
Punkt 3. 3. 4). Hierzu wurden die Zellen vor Einbringen in die Hypoxiekammer 
mit glucosefreiem Medium versetzt. Die Zellschalen wurden mit Hilfe der 
Schleusenfunktion der Hypoxiekammer in die Kammer eingebracht, um keinen 
Sauerstoff in die Hypoxiekammer einzubringen. In der Hypoxiekammer wurden 
die Zellen für den gewünschten Zeitraum bei 37 °C, fünf Prozent CO2 Gehalt 
und ein Prozent O2 Gehalt inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellen mit 
glucosehaltigem Medium (Differenzierungsmedium 1), die zeitgleich im 
Inkubator bei 37 °C, 20 Prozent O2 und fünf Prozent CO2 verblieben.  
 
4. 2. 2. 3 Inkubation der hiPS-lt-NES-Zellen mit EdU 
Nach durchgeführter OGD über einen definierten Zeitraum, erfolgte umgehend 
der Wechsel des Nährmediums auf ein glucosehaltiges, hier 
Differenzierungsmedium 1, und die weitere Inkubation in einem Inkubator unter 
normoxischen Standardbedingungen, mit dem Ziel eine Reperfusion nach 
stattgehabter Ischämie zu erreichen. Das Differenzierungsmedium 1 wurde 
zudem mit EdU in einer Endkonzentration von zehn µmol versetzt. Die 
Kontrollen erhielten ebenfalls mit EdU versetztes Differenzierungsmedium 1. 
Der Einbau von EdU in die Zellen bzw. die DNA-Synthese sollte zu 
verschiedenen Zeitpunkten analysiert werden. Hierzu wurde, wenn nötig, alle 
24 Stunden erneut EdU den Zellen zugegeben. 
 
4. 2. 2. 4 Fixieren der hiPS-lt-NES-Zellen 
Nach Inkubation mit EdU über einen definierten Zeitraum wurden die Zellen 
fixiert. Vor der Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, dann für 
15 Minuten unter dem Abzug mit PFA behandelt. Das PFA wurde wie folgt 
angesetzt: für 1000 ml PFA wurden 700 ml destilliertes Wasser in der 
Mikrowelle erhitzt. Im destillierten Wasser wurden 40 g PFA gelöst und ein 
Milliliter zehn molares Natriumhydroxid zugesetzt. Die Suspension wurde auf 
eine Temperatur von 60 °C erhitzt. Schließlich wurden noch 100 ml PBS 
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zugefügt und der pH auf 7,4 eingestellt, bevor die Lösung mit destilliertem 
Wasser auf einen Liter aufgefüllt werden konnte. Zuletzt wurde das jetzt vier 
prozentige PFA durch einen gefalteten Filter gepresst.  Nach 15-minütiger 
Inkubation der Zellen mit PFA konnte dieses mit einer Pipette wieder 
abgenommen werden und die Zellen wurden bis zur weiteren Prozessierung in 
PBS/TBS im Kühlschrank bei vier Grad konserviert. 
 
4. 2. 3 Immunhistochemische Auswertung nach OGD 
 
4. 2. 3. 1 Immunhistochemie 
Zur späteren Auswertung unter dem Mikroskop wurden die Zellen 
immunhistochemisch gefärbt. Die Kontrollen der Proliferation und der 
Differenzierung wurden dabei auf Nestin, Map2a und DAPI gefärbt. Waren die 
Zellen mit zugehörigen Kontrollen einem Versuch unterzogen worden, wurden 
sie auf Map2a, Caspase3, EdU und DAPI gefärbt. Prinzipiell verliefen diese 
Färbungen gleich, nur die Färbung auf EdU, die mithilfe eines Click-iT-Kits 
durchgeführt wurde, beinhaltete bei den betroffenen Schälchen einen 
zusätzlichen Schritt während der Färbung. 
 
Alle Schälchen, wurden zunächst mit drei Prozent BSA in PBS zweimal 
gewaschen. Dann wurde das BSA abgenommen und durch eine 0,5 prozentige 
Tritonlösung in PBS ersetzt. Es erfolgte eine Inkubation der Zellen bei 
Raumtemperatur für 20 Minuten. Sollten die Zellen auch auf EdU gefärbt 
werden, wurde diese Zeit genutzt, um das Click-iT Additive und den Click-iT 
Reaction Buffer anzusetzen. Für einen Milliliter des Click-iT Reaction Cocktails 
benötigte man hierzu von dem Reaction Buffer Additive 100 µl und von dem 
Reaction Buffer 880 µl. Um diese Lösungen herzustellen wurde Component D 
(Click-iT EdU Reaction Buffer) des Click-iTs 1:10 mit deionisiertem Wasser 
versetzt. So erhielt man den Click-iT Reaction Buffer. Für die Herstellung des 
Reaction Buffer Additives wurde Component F (Click-iT EdU Buffer Additive, 
400 mg) des Click iTs zunächst mit zwei Milliliter deionisiertem Wasser versetzt, 
dann konnte diese zehnfach konzentrierte Lösung bei -20 °C aufbewahrt 
werden. Vor der Benutzung musste diese Lösung nur noch 1:10 mit 
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deionisiertem Wasser verdünnt werden, um eine einfache Lösung zu erhalten. 
Als nächstes erfolgten nach der 20-minütigen Inkubation der Zellen mit Triton 
Waschschritte mit drei Prozent BSA in PBS. Hierzu wurde das Triton zunächst 
abgenommen, bevor die Zellen zweimal für je ca. fünf Minuten mit BSA 
gewaschen wurde.  
 
Während dieser Waschschritte konnte parallel der Click-iT Reaction Cocktail 
angesetzt werden. Essentiell hierbei war es, die Substanzen in der richtigen 
Reihenfolge hinzuzufügen, das heißt, für einen Milliliter Reaction Cocktail 
wurden zuerst 880 µl des zuvor angesetzten Click-iT Reaction Buffers 
vorgelegt. Hinzugefügt wurden dann nacheinander 20 µl der Component E 
(Copper Protectant) des Click-iTs, 2,5 µl der Component B (Alexa FluorR Picolyl 
Azide) des Click-iTs und 100 µl des vorher angesetzten Reaction Buffer 
Additives.  Nachdem das BSA des letzten Waschschrittes abgenommen worden 
war, wurden je 750 µl des Reaction Cocktails auf ein Zellkulturschälchen 
aufgetragen. Dieses wurde dann kurz geschwenkt, um eine gleichmäßige 
Verteilung des Reaction Cocktails zu gewährleisten. Ab hier erfolgten alle 
weiteren Inkubationsschritte lichtgeschützt. Zunächst erfolgte jetzt eine 
Inkubation für 30 Minuten. Dann wurde wiederum der Reaction Cocktail 
abgenommen und einmal mit drei Prozent BSA in PBS gewaschen, bevor die 
Blocking Solution aufgetragen wurde und für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubierte. Die Blocking Solution wurde hergestellt aus TBS, Donkey Serum 
und zehn prozentigem Triton. Diese Substanzen wurden so angesetzt, dass am 
Ende eine Lösung aus TBS, drei Prozent Donkey Serum und 0,3 Prozent Triton 
entstand. Nach der einstündigen Inkubation wurde die Blocking Solution 
abgenommen und durch die gewünschten Primärantikörper, gelöst in Blocking 
Solution, ersetzt. Auch diese inkubierten wiederum für eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Dann erfolgten drei jeweils 10-minütige Waschschritte mit 
TBS, bevor die jeweils benötigten Sekundärantikörper in Blocking Solution 
ebenfalls für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubierten.  Abschließend 
wurden die Zellen dreimal für je fünf Minuten in TBS gewaschen, bevor das 
Prolong inklusive DAPI und das Deckglas aufgetragen wurden. 
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Das hier benutzte TBS war vorher selbst im Labor angesetzt wurden. Dabei 
wurden für 1000 ml zehnfachem TBS 80 g NaCl, zwei Gramm KCl und 80 
Gramm TrisBase in 800 ml destilliertem Wasser gelöst. Dann wurde der pH 
dieser Lösung mithilfe zehn molaren HCls auf 7,4 eingestellt. Schließlich wurde 
diese Lösung mit destilliertem Wasser auf einen Liter aufgefüllt und dann bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. Um einfaches TBS zu erhalten wurden 100 ml 
zehnfaches TBS mit 900 ml destilliertem Wasser verdünnt, auf den pH 7,4 
eingestellt und bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
 
4. 2. 3. 2 Direkte DNA-Synthese-Messung mit Hilfe von EdU unter dem 
Mikroskop 
Die mikroskopische Auswertung der Versuche erfolgte einige Tage nach 
Färbung semiquantitativ. Hierzu wurden die Zellen der Kontrollschalen mit den 
Zellen der Versuchsschalen unter den Mikroskopen Imager M2, Observer Z2 
von Zeiss direkt bezüglich ihrer Expression von EdU verglichen und nach 
semiquantitativen und qualitativen Unterschieden beurteilt. Daraus entstandene 
Bilder der Ergebnisse wurden mithilfe der Software Zen lite 2012 von Zeiss 
bearbeitet.  
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5 Ergebnisse 
 
5. 1 Kultivieren der Zellen 
Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es NES-Zellen zu proliferieren und zu 
Neuronen zu differenzieren. 
 
5. 1. 1 Zellproliferation 
Wie unter 4. 2. 1 beschrieben, wurden die NES-Zellen proliferiert. Exemplarisch 
ist hier eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der NES-Zellen während der 
Proliferation abgebildet (siehe Abbildung 1).  
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 1: NES-Zellen während der Proliferation 
 
Abbildung 1: NES-Zellen, Proliferationstag 52, Kontrollfärbung auf Nestin, hier grün (A), DAPI, hier blau 
(B) und MAP2a, hier im leeren Kanal (C) in Einzelkanälen und im Fusionsbild (D) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Die Färbungen auf DAPI und Nestin zeigen die Zellen in noch undifferenzierter 
Form. Die für Neuronen typische Morphologie (vergleiche 5. 1. 2) ist nicht zu 
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sehen, dementsprechend war eine Färbung auf MAP2a negativ. Die 
Zellproliferation war über längere Zeiträume möglich, ohne dass Alterationen in 
den Zellen zu erkennen waren. 
 
5. 1. 2 Zelldifferenzierung 
Wie unter 4. 2. 1 beschrieben erfolgte im nächsten Schritt die Differenzierung 
der NES-Zellen. Hier abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Färbungen der 
NES-Zellen während der Differenzierung (siehe Abbildung 2). 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 2: NES-Zellen während der Differenzierung 
 
Abbildung 2: NES-Zellen Differenzierungstag 24. gefärbt auf DAPI, hier blau (A), ki67, hier grün (B) und 
MAP2a, hier rot (C) und im Fusionsbild (D) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Die hier gezeigten Zellen sind an Tag 24 der Differenzierung aufgenommen und 
zeigen sich weitgehend differenziert mit der Ausbildung neuronaler Netzwerke 
(siehe Abbildung 2, Färbung mit MAP2a). Ki67 erschien als Proliferationsmarker 
an einigen Zellen noch positiv.  
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5. 2 Zelluläre Wirkung von AraC 
Im weiteren Verlauf sollten optimale präexperimentelle Bedingungen für die 
NES-Zellen geschaffen werden, bevor sie ins OGD-Modell eingebracht wurden. 
Dabei wurde insbesondere die Wirkung von AraC auf die Zellen analysiert. Mit 
diesem wurden in einem nächsten Schritt am Ende der Differenzierungsphase, 
und noch vor dem Einbringen der Zellen in die Hypoxiekammer, eine 
Behandlung vorgenommen. Der Einsatz von AraC erfolgte, wie unter 4. 2. 2 
beschrieben, um den Anteil noch nicht ausdifferenzierter Zellen in den 
einzelnen Zellkulturschalen weitestgehend zu reduzieren. In Abbildung 3 ist der 
Einbau von EdU in die NES-Zellen, vor Behandlung mit AraC dargestellt (siehe 
Abbildung 3). 
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---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 3: NES-Zellen nach EdU-Einbau 
 
Abbildung 3: NES-Zellen behandelt ausschließlich mit 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in rot (D) 
und im Fusionsbild (E) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Es ist deutlich zu erkennen, dass auch nach 23 Tagen Differenzierung noch 
zahlreich nicht-postmitotische Neurone in der Kultur vorhanden waren. 
 
In den Abbildungen 4 bis 6 wurden die Zellen hingegen mit AraC behandelt 
(siehe Abbildungen 4 bis 6). 
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---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 4: NES-Zellen nach AraC-Behandlung und EdU-Einbau mit 
Latenzzeit 
 
Abbildung 4: NES-Zellen behandelt mit 24 h AraC und 24 h EdU mit einer Latenz von wiederum 24 h, 
fixiert am Differenzierungstag 23, Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in 
blau (C), MAP2a hier in rot (D) und im Fusionsbild (E) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 5: NES-Zellen nach AraC-Behandlung und EdU-Einbau ohne 
Latenzzeit 
 
Abbildung 5: NES-Zellen behandelt mit 24 h AraC und 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in rot (D) 
und im Fusionsbild (E) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 6: NES-Zellen nach längerer AraC-Behandlung und EdU-Einbau 
 
Abbildung 6: NES-Zellen behandelt mit 48 h AraC und 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in rot (D) 
und im Fusionsbild (E) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Die Abbildung 5 zeigt eine Behandlungsdauer mit Ara C von 24 Stunden, die 
Abbildung 6 zeigt eine Behandlungsdauer von 48 Stunden mit Ara C. Aufgrund 
der geringeren Zytotoxizität bei gleicher Wirksamkeit wurde eine Behandlung 
mit Ara C in den nachfolgenden Versuchen über einen Zeitraum von 24 h 
unternommen. Zusätzlich wurde beobachtet, ob es einen Unterschied machte, 
dass EdU den Zellen 24 Stunden nach der AraC-Behandlung anzubieten. Die 
Abbildungen 4 und 5 zeigen hierbei wiederum eine Behandlungsdauer mit AraC 
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über jeweils 24 Stunden, dabei wurde in Abbildung 4 direkt im Anschluss und in 
Abbildung 6 erst nach einer Pause von 24 Stunden über 24 Stunden hinweg 
EdU zugesetzt. Dadurch konnte der Anteil an nicht-postmitotischen Neuronen 
deutlich reduziert werden und es zeigte sich kein nennenswerter EdU-Einbau 
mehr. 
 
5. 3 Ergebnisse im OGD-Modell 
In vorliegender Arbeit wurde ein OGD-Modell etabliert, um mögliche neuronale 
DNA-Reparaturmechanismen nach experimenteller Hypoxie in NES-Zellen zu 
verifizieren. Zudem wurde der zeitliche Verlauf einer potentiellen DNA-
Reparatur nach Hypoxie analysiert. 
 
5. 3. 1 Zeiten in der Hypoxie und zelluläre Auswirkungen 
Die Zellen wurden in die Hypoxiekammer eingebracht und zu definierten 
Zeitpunkten aus der Hypoxiekammer wieder entnommen. Vorversuchen und 
Angaben in der Literatur zufolge, wurden relativ lange Verweildauern in der 
Hypoxiekammer untersucht, hier im Einzelnen die Verweildauern von acht, 16, 
24 und 48 Stunden. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen, ohne AraC 
unter Hypoxie, beziehungsweise mit AraC behandelt unter Normoxie. Bezüglich 
der Zeiten in der Hypoxie wurden zunächst acht, 16, 24 und 48 Stunden 
festgelegt. Dabei fanden wir, dass bei den Versuchen bis zu Hypoxiezeiträumen 
von 16 bis 24 Stunden, die Zellen noch weitgehend intakt waren (siehe 
Abbildung 7). 
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---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 7: NES-Zellen und resultierende Schädigung nach 
Hypoxiezeiträumen von 8 bis 48 Stunden 
 
Abbildung 7: NES-Zellen mit Start Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbung jeweils auf Map2 (hier rot), 
DAPI (hier dunkelblau), Caspase3 (hier grün) im Fusionsbild: 
Kontrolle ohne AraC mit EdU 24 h (A), Kontrolle mit AraC 24 h und EdU 24 h (B), NES-Zellen nach 24 h 
AraC, acht Stunden Hypoxie und 24 h EdU (C), NES-Zellen nach 24 h AraC, 16 h Hypoxie und 24 h EdU 
(D), NES-Zellen nach 24 h AraC, 24 h Hypoxie und 24 h EdU (E), NES-Zellen nach 24 h AraC, 32 h 
Hypoxie und 24 h EdU (F), NES-Zellen nach 24 h AraC, 40 h Hypoxie und 24 h EdU (G), NES-Zellen nach 
24 h AraC, 48 h Hypoxie und 24 h EdU (H) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Ab Hypoxiezeiträumen über 24 Stunden zeigte sich ein deutlicher zytotoxischer 
Effekt einhergehend mit einem Adhärenzverlust am Boden der Zellkulturschale. 
Bereits nach acht Stunden Behandlungsdauer in der Hypoxiekammer waren 
deutliche zytotoxische Effekte, teils dysmorphe und nekrotische Zellen zu 
erkennen. Zudem war auch eine deutliche Reduktion der neuronalen Netzwerke 
zu verzeichnen; Veränderungen, die wir als Folge der Hypoxie deuteten. Einige 
wenige Zellen waren nach acht bzw. 16-stündiger Behandlung in der 
Hypoxiekammer EdU-positiv, jedoch gleichzeitig nicht positiv für MAP2a (siehe 
Abbildung 8). 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 8: NES-Zellen nach hypoxischer Schädigung über Zeiträume von 
acht bis 48 Stunden und EdU-Einbau 
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Abbildung 8: NES-Zellen mit Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, ursprüngliche Zellzahl 0,25 x 
106 am Differenzierungstag Null, Färbung jeweils auf Map2a (hier rot), DAPI (hier dunkelblau), Caspase3 
(hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild: 
NES-Zellen nach 24 h AraC, acht Stunden Hypoxie und anschließend 24 h EdU (A und B), NES-Zellen 
nach 24 h AraC, 16 h Hypoxie und anschließend 24 h EdU (C und D), NES-Zellen nach 24 h AraC, 24 h 
Hypoxie und anschließend 24 h EdU (E), NES-Zellen nach 24 h AraC, 48 h Hypoxie und anschließend 24 
h EdU (F) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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5. 3. 2 EdU-Einwirkzeiten 
In der nachfolgenden Versuchsreihe wurde der Einfluss der Behandlungsdauer 
mit EdU nach stattgehabter Hypoxie untersucht. Die ausdifferenzierten und mit 
Ara C behandelten Zellen wurden für jeweils sechs, acht, zehn, 12, 14 und 16 
Stunden in die Hypoxiekammer eingebracht. Eine Nachbehandlung mit EdU 
erfolgte dann für jeweils 24 oder 48 Stunden. Hierbei war, wie in den 
Abbildungen 9 und 10 zu erkennen, kein wesentlicher Unterschied im Einbau 
von EdU in die Zellen zu erkennen, konkret waren nach 48-stündiger 
Behandlung mit EdU nicht mehr Zellen EdU-positiv (siehe Abbildungen 9 und 
10). 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 9: NES-Zellen nach hypoxischer Schädigung über verschiedene 
Zeiträume und EdU-Einbau über 24 Stunden 
 
54 
 
Abbildung 9: Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbungen jeweils auf Map2a (hier rot), DAPI 
(hier dunkelblau), Caspase3 (hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild, NES-Zellen vor Hypoxie 
jeweils 24 h mit AraC und nach Hypoxie jeweils mit 24 h EdU behandelt: 
NES-Zellen nach sechs Stunden Hypoxie (A), acht Stunden Hypoxie (B), zehn Stunden Hypoxie (C), 12 h 
Hypoxie (D), 14 h Hypoxie (E), und 16 h Hypoxie (F) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Abbildung 10: NES-Zellen nach hypoxischer Schädigung über verschiedene 
Zeiträume und EdU-Einbau über 48 Stunden 
 
Abbildung 10: Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbungen jeweils auf Map2a (hier rot), DAPI 
(hier dunkelblau), Caspase3 (hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild, NES-Zellen vor Hypoxie 
jeweils 24 h mit AraC und nach Hypoxie jeweils mit 48 h EdU behandelt: 
NES-Zellen nach sechs Stunden Hypoxie (A), acht Stunden Hypoxie (B), zehn Stunden Hypoxie (C), 12 h 
Hypoxie (D), 14 h Hypoxie (E), und 16 h Hypoxie (F) 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Es zeigten sich jedoch deutlich mehr Caspase-positiv Zellen nach 48 Stunden 
Behandlungsdauer mit EdU und anschließender Fixierung. Darüber hinaus 
waren auch die neuronalen Netzwerke deutlich reduziert, was für eine 
fortdauernde hypoxische Schädigungen der Zellen sprechen könnte. 
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6 Diskussion 
Im Folgenden soll auf technische und mit der verwendeten Zelllinie assoziierte 
Herausforderungen, sowie auf Limitationen der vorliegenden Arbeit 
eingegangen werden. Hierzu werden die unter Punkt 5 
zusammengeschriebenen Ergebnisse interpretiert und in den Kontext zu 
vorausgehenden Arbeiten gesetzt.  
 
6. 1 Kultivierung, Eigenschaften und Abgrenzung von 
lt-NES-Zellen 
 
Wie unter Punkt 3 bereits angedeutet, kann es schwierig sein, Ergebnisse aus 
Tierexperimenten, direkt auf den Menschen zu übertragen. 56. Dies wurde im 
Allgemeinen, aber besonders auch für die Organisation der Neurogenese 
festgestellt, vor allem was den Zellumsatz und auch die Altersabhängigkeit 
desselben betrifft 48,57. Auch deshalb rücken in jüngster Zeit im 
Forschungsgebiet der Neurogenese zunehmend neuronale Zellen in den Fokus 
der Methodik 46. Dies wurde vor allem durch die schnellen Fortschritte in der 
Gewinnung von Stammzellen und Protokollen zur Differenzierung gewünschter 
Zellarten ermöglicht 46,85. Dies ist wichtig, weil vorliegende Arbeit, genau diese 
Umstände nutzt, um basierend auf der Zellkultur im Hypoxiemodell die 
komplexen Mechanismen der hypoxischen Schädigung der menschlichen 
Nervenzellen und vor allem deren Reaktion abzubilden. 
 
Als Ergebnis vorliegender Arbeit gelang es uns zunächst einmal Protokolle zur 
Kultivierung von lt-NES-Zellen zu reproduzieren und insbesondere hinsichtlich 
der Zelldichte zu optimieren. Die Etablierung der Protokolle erfolgte im Labor 
von Anna Falk, Karolinska Institut, Stockholm 94.  Proliferation und 
Differenzierung der Zellen erfolgte stets über den gleichen vorgegebenen 
Zeitraum und unter gleichen Versuchsbedingungen (siehe Punkt 4. 2. 1). 
 
Die Zelllinie der lt-NES-Zellen findet ihren Ursprung in der Reprogrammierung 
von Fibroblasten zu iPS-Zellen. In der Literatur wird ihr Einsatz in den 
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verschiedenen Neurowissenschaften beschrieben. Aufgrund ihrer 
Eigenschaften ähneln sie den sog. ES-Zellen und eignen sich hierdurch für die 
experimentelle Untersuchung von Krankheiten und Entwicklungsstörungen des 
ZNS 85. Die Eigenschaften der lt-NES-Zellen ähneln denen der ES-Zellen, die 
beiden Zelllinien sind jedoch nicht vollkommen identisch, insbesondere weisen 
lt-NES-Zellen eine erhöhte Vulnerabilität auf 104,105. Ähnliches ist auch für hES-
Zelllinien beschrieben, für bestimmte hES-Zelllinien finden sich in der Literatur 
jedoch auch praktikable Protokolle zur neuronalen Differenzierung 106-108. Auch 
sogenannte lt-hESNS-Zellen, eine Weiterentwicklung aus hES-Zelllinien, die 
sich von letzteren bezüglich der Regeneration und stabileren Neurogenese 
unterschieden, wurden in der Ausdifferenzierung zu Neuronen erprobt 102. 
 
Ziel vorliegender Arbeit war es nicht, lt-NES-Zellen und ihre Eigenschaften mit 
denen von hES-Zelllinien zu vergleichen. Die Ergebnisse unserer Arbeit 
bestätigen, dass lt-NES-Zellen sich gut eignen, um hieraus humane Neurone 
mit stabilen Eigenschaften zu differenzieren 94. Auch wir fanden trotz hoher 
Zellkulturpassagen keine Alterationen der Eigenschaften der Zellen. Falk et al. 
hatten bereits gezeigt, dass lt-NES-Zellen eine stabile Differenzierung zu 
funktionalen Neuronen und Gliazellen, auch über lange Zeiträume und hohe 
Passagen hinweg ermöglichten, dass sie gleich der ursprünglichen Herkunft 
ähnliche Eigenschaften aufweisen, sowie dass sie generell die Eigenschaften 
aufweisen, die für neuronale Stammzellpopulationen charakteristisch sind 94. 
 
Ein wesentlicher Unterschied zu vorangegangenen Arbeiten betraf in unserem 
OGD-Modell die Hypoxiezeiträume, nach denen an den Zellen ein deutlicher 
hypoxischer Schaden morphologisch sichtbar wurde. Frühere Ergebnisse 
zeigten schon nach drei Stunden schwere hypoxische Schädigungen 97,98. In 
unserer Arbeit traten diese nicht vor acht Stunden ein und in einem höheren 
Ausmaß erst ab 16 Stunden in der Hypoxie. Dies könnte auf unterschiedliche 
Zelllinien, zurückzuführen sein und damit darauf hinweisen, dass deren 
Eigenschaften ein essentieller Faktor für die Toleranz gegen hypoxischen 
Schaden sind. 
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Aufgrund der o.g. hohen Vulnerabilität der lt-NES-Zellen, sowie der langen 
Kultivierungszeiträume, die benötigt werden um lt-NES-Zellen zu Neuronen 
auszudifferenzieren, könnte bei zukünftigen Experimenten aus Gründen der 
Handhabbarkeit möglicherweise der Einsatz einer immortalisierten Zelllinie 
erwogen werden. Es müsste dann untersucht werden, ob die aus dieser Arbeit 
hervorgegangenen Ergebnisse mit einer solchen Zelllinie reproduzierbar sind. 
 
Manche Studien legen zudem nahe, dass Gliazellen einen wesentlichen 
Einfluss auf eine Neurogenese nehmen 50,82.  Da wir versuchten, eine möglichst 
reine Kultur an Neuronen ohne Gliazellen zu erhalten wäre dieser Effekt in 
unserem Arbeitsaufbau verloren gegangen. Auch regionale Abhängigkeiten, das 
heißt welche Arten von Neuronen, wo genau im Gehirn vorkommen und welche 
genauen Aufgaben sie in einem solchen Konstrukt tragen, lässt sich in einem so 
einfachen Modell neuronaler Netzwerke nicht darstellen. Auch hier können 
mögliche Modulationen und Einflussfaktoren verloren gehen. Dennoch nutzten 
wir ein Modell mit lt-NES-Zellen, da der Fokus auf den Vorgängen in den 
Neuronen lag. Letztlich ist aber klar, dass dieses Modell nicht an die 
Komplexität des ganzen menschlichen ZNS heranreichen kann, und dass 
insofern die Übertragbarkeit des Zellkulturmodells auf den Menschen 
eingeschränkt sein kann. 
 
6. 2 Zytotoxische Eigenschaften von AraC 
 
Um eine Reinkultur ausdifferenzierter Neurone zu erhalten, die für die Versuche 
und auch für die Bewertung der Ergebnisse erforderlich war, wurden wie unter 
Punkt 4 beschrieben bewährte Protokolle zur Kultivierung und Differenzierung 
der lt-NES-Zellen herangezogen. Aus Vorarbeiten war bereits bekannt, dass 
während der Ausdifferenzierungsphase keine Reinkultur ausdifferenzierter 
Neurone erreicht werden kann, und dass zumindest ein kleinerer Anteil an 
Gliazellen ebenfalls in der Kultur nachgewiesen werden kann, vor allem 
Astrozyten und Oligodendrozyten 94. Um deren Anteil in unseren Kulturen 
effektiv zu reduzieren, nutzten wir das Zytostatikum AraC. In der Literatur ist 
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eine effektive Reduktion von Gliazellen in neuronalen Zellkulturen durch Ara C 
bereits mehrfach vorbeschrieben 94,109,110. 
 
In vorhergehenden Arbeiten zeigte sich, dass die Zytotoxizität von AraC 
dosisabhängig ist und es in einer Konzentration von 1,4 µg/ml  keinen 
wesentlichen zytotoxischen Einfluss auf postmitotische Neurone nimmt, bei 
gleichzeitig effektiver Reduktion des Anteils der noch potentiell teilungsfähigen 
Gliazellen 109. Abgesehen vom glialen Zellanteil verminderte sich unter der 
Behandlung mit AraC aber auch der neuronale Zellanteil, wenn auch nicht im 
gleichen Ausmaß und abhängig von der Dauer der Behandlung mit AraC. 
Außerdem konnte eine Veränderung im Profil der präferierten Neurotransmitter 
der Neurone beobachtet werden 110. Auch in einigen anderen in-vitro-Studien 
wurden Hinweise für die zytotoxische Wirkung von AraC gefunden 111-114. So hat 
AraC möglicherweise über einen antimitotischen Effekt hinaus, auch 
zytotoxische Einflüsse, z. B. auf postmitotische Zellen, wie Neurone 112. Dazu 
passend wurde nach AraC-Behandlungen ein Anstieg der Caspase-Marker in 
behandelten Neuronen gezeigt 111. 
 
In Kenntnis dieser Ergebnisse aus der Literatur titrierten wir die Konzentration 
und Behandlungsdauer mit AraC, um die zytotoxischen Eigenschaften von Ara 
C möglichst gering zu halten. Das Profil der Neurotransmitter wurde bei uns 
nicht untersucht. Auch in unseren Arbeiten zeigte sich nach AraC-Behandlung 
eine Zunahme Caspase-positiver Zellen, wobei wir diese primär auf 
Apoptoseprozesse bei noch teilungsfähigen (Glia)-Zellen zurückführten und 
nicht auf ein neuronales Zellsterben, zumal die Färbung auf Mikrotubuli-
assoziiertes Protein 2 (map2) gleichzeitig intakte neuronale Netzwerke 
markierte. Dennoch bleibt unsere Interpretation diesbezüglich zumindest partiell 
spekulativ. Inwiefern durch unseren Versuchsaufbau tatsächlich eine Reinkultur 
neuronaler Zellen erreicht werden konnte, bleibt unklar und für zukünftige 
Experimente wäre auch hier möglicherweise eine immortalisierte Zelllinie, mit 
der der Einsatz von Ara C umgangen werden könnte, hilfreich. Besonders im 
Hinblick darauf, dass durch unseren spezifischen Versuchsaufbau nicht 
zwischen zytotoxischen Eigenschaften von Ara C und denen, die durch den 
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Entzug von Nährstoffen und Sauerstoff im sog. Oxygen-glucose-deprivation-
Modell entstehen, differenziert werden konnte. 
 
6. 3 Abgrenzung apoptotischer von regenerativen 
Prozessen 
 
Ein Kernergebnis vorliegender Arbeit war der fluoreszenzmikroskopische 
Nachweis des Einbaus von EdU in die Zellen nach Nährstoff- und 
Sauerstoffentzug in den Zeiträumen von 6 bis 14 Stunden. EdU ist ein 
Nukleosidanalogon von Thymidin und wird während der aktiven DNA-Synthese 
in die DNA eingebaut. Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 
Methoden konnte nicht definitiv rückgeschlossen werden, dass die EdU-
positiven Zellen tatsächlich in der Lage waren, ihre DNA zu reparieren bzw. neu 
zu synthetisieren. Der Einbau erfolgt generell in der S-Phase des Zellzyklus und 
da möglicherweise auch noch Reste proliferierender Zellen und Gliazellen in 
der Zellkultur vorhanden waren, könnte es auch in diesen die DNA-Synthese 
markiert haben. Zu deren Identifizierung wurden die lt-NES-Zellen mit DAPI und 
EdU gefärbt. Dabei markierte DAPI die noch nicht postmitotischen Zellen. Eine 
gleichzeitige Positivität der Zellen für DAPI und EdU wurde also nicht als 
Neurogenese oder DNA-Reparatur ausdifferenzierter Neurone gedeutet, 
sondern vielmehr als mitotischer Prozess proliferierender Zellen. Nur eine 
gleichzeitige Positivität von EdU und Map2, als Differenzierungsmarker adulter 
Neurone, deutet auf eine posthypoxische Neurogenese bzw. DNA-Reparatur 
hin. Dies ließ sich jedoch nicht eindeutig beobachten. 
 
Inwiefern eine zunächst noch EdU-positive Zelle aufgrund einer verzögerten 
hypoxischen Schädigung später doch noch Apoptose einleitet, ließ sich mit dem 
vorliegenden Versuchsansatz nicht differenzieren. In zukünftigen Experimenten 
wären längere Nachbeobachtungszeiträume gegebenenfalls auch mit 
sequentiellen Behandlungen mit EdU wünschenswert, um nachhaltig DNA-
Reparatur nachweisen zu können. Der zusätzliche Einsatz von Markern zum 
Nachweis von DNA-Reparatur wie beispielsweise gamma-H2AX wäre hierbei 
ebenfalls sinnvoll.  
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In der vorliegenden Arbeit ließen sich keine Zellen nachweisen, die in der 
immunhistochemischen Analyse gleichzeitig eine positive Färbung für EdU und 
MAP2a zeigten, und somit konnte nicht auf eine DNA-Synthese bzw. –
Reparatur bei postmitotischen Neuronen nach Nährstoff- und Sauerstoffentzug 
geschlossen werden. 
 
Wie unter Punkt 3. 2. 2. 2 ausführlich erörtert, ist im Moment noch nicht 
abschließend geklärt, ob im adulten Gehirn Neurogenese stattfindet und ob ein 
hypoxischer Schaden Auslöser hierfür sein könnte. Falls das Ergebnis unserer 
Arbeit sich in nachfolgenden Versuchen bestätigt, könnte dies vor allem neuere 
Erkenntnisse der Arbeitsgruppe Huttner et al. untermauern, die wie oben 
beschrieben belegen konnten, dass kortikale Nervenzellen nach hypoxischer 
Schädigung, nicht in der Lage sind, eine Neurogenese, wohl jedoch DNA-
Reparaturmechanismen zu initiieren 70.  
 
6. 3 Limitierungen und Ausblick 
Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass im 
zellkulturexperimentellen Schlaganfallmodell unter Nährstoff- und 
Sauerstoffentzug über Behandlungszeiträume von sechs bis 14 Stunden, sich 
anschließend der Einbau von EdU in den Zellkulturschalen nachweisen lässt 
(siehe Punkt 6. 2). Aufgrund der o.g. methodischen Einschränkungen ließ sich 
hierbei jedoch nicht differenzieren zwischen postmitotischen Neuronen oder zu 
Versuchsbeginn noch vorhandenen Resten proliferierender Zellen und 
Gliazellen. Eine abschließende Beurteilung, inwiefern nach hypoxischer 
Schädigung tatsächlich DNA-Reparaturmechanismen in den lt-NES-Zellen 
hochreguliert werden, ist allein an Hand unserer bisherigen Ergebnisse nicht 
möglich. Eine Optimierung der Ausgangsbedingungen, im Sinne der Erzeugung 
einer Reinkultur postmitotischer Neurone vor Nährstoff- und Sauerstoffentzug 
sollte bei zukünftigen Experimenten berücksichtigt werden. Hierdurch wäre eine 
klare Interpretation der Ergebnisse in der Folge gewährleistet. 
 
Ferner ließ sich beobachten, dass bei jenen Zellen, die länger, also über 48 
Stunden nach Nährstoff- und Sauerstoffentzug nachbeobachtet worden sind, 
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sich im Vergleich zu den über 24 Stunden beobachteten Zellen, ein vermehrter 
Nachweis Caspase 3-positiver Zellen zeigte. Auch die neuronalen Netzwerke 
waren nur noch weniger stark ausgeprägt, gemessen an der Färbung mit 
Map2a. Vor allem die zuletzt genannte Beobachtung ließen uns schlussfolgern, 
dass vermutlich eine fortlaufende hypoxische Schädigung der Zellen, über die 
Zeit der eigentlichen Hypoxie hinaus noch stattfindet. In Folgeexperimenten 
sollten daher längere Nachbeobachtungszeiträume gewählt werden, um 
tatsächlich stattfindende DNA-Reparatur detektieren zu können.  
 
Dennoch bieten die aus dieser Arbeit hervorgegangenen Experimente für 
zukünftige Untersuchungen eine fundierte Basis zur weiteren Erforschung 
regenerativer Prozesse nach experimentellem Schlaganfall. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
 
AcSDKP  N-Acetyl-Seryl-Aspartyl-Lysyl-Prolin 
ADP   Adenosindiphosphat 
ALS    Amyotrophe Lateralsklerose 
AraC   Cytosine β-D-arabinofuranoside hydrochloride–crystalline 
ASS   Acetylsalicylsäure 
ATP   Adenosintriphosphat 
BDNF   brain-derived neurotrophic factor 
bFGF   Basic Fibroblast Growth Factor 
BMESL-Zellen bone marrow-derived embryonic stem-like cells 
BrdU   Bromdesoxyuridin 
BSA   bovine serum albumin 
C14   Kohlenstoff 14 
CDK Cyclin-abhängige Kinase 
CHA2DS2-Score congestive heart failure hypertension age x 2 diabetes 
mellitus stroke/TIA x 2 - score 
c-Myc-Onkogen avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
CT   Computertomographie 
c-14-Methode Radiokarbonmethode 
DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindole  
DMSO  Dimethyl Sulfoxide 
DMEM/F12  Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DOAK   direkte orale Antikoagulation 
DTI   Trypsin Inhibitor 
EdU   5-Ethynyl-2 -Deoxyuridin 
EGF    Epidermal Growth Factor 
ES-Zellen  Embryonale Stammzellen 
EPO   Erythropoetin 
FACS   fluorescence-activated cell sorting/ Durchflusszytometrie 
FGF2   = BFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) 
g   Erdbeschleunigung 
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GABA   γ-Aminobuttersäure 
GDNF   glial cell line derived neurotrophic factor 
GFAP   glial fibrillary acidic protein 
h   Stunde 
HCl   Salzsäure 
hESCs  humane, embryonale Stammzellen  
HIF1alpha  hypoxia-inducable factor 1 
hiPS-lt-NES human induced pluripotent stem cell-derived long-term self-
renewing neuroepithelial-like stem 
HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A 
HSCs   hämatopoetische Stammzellen 
ICC   immunocytochemistry 
IgG   Immunglobulin G 
iPSCs   induced pluripotent stem cells 
i.v.   intravenös 
KCL   Kaliumchlorid     
Klf4   Kruppel-like factor 4 
LIN28   cell lineage abnormal 28     
lt-hESNS-cells long term self renewing human embryonic stem cell–
derived neural stem cells  
lt-NES  long term self renewing neuroepithelial like stem 
M   molar 
Map2   Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 
mg   Milligramm 
ml   Milliliter 
mM   millimolar 
mm   Millimeter 
mmHg  Millimeter Quecksilber  
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
MRT   Magnetresonanztomographie 
MSCs   mesenchymale Stammzellen 
NaCl   Natriumchlorid     
NASCET  North American Symptomatik Carotid Endarterectomy Trial 
NeuN   hexaribonucleotide binding protein-3 
72 
 
NGF   nerve growth factor 
NSCs   neuronale Stammzellen 
NTera2 cells  teratocarcinoma cell line  
NT2 cells  Ntera2 cells 
Oct3/4  octamer-binding transcription factor 3/4 
OGD-Modell  Oxygen-glucose-deprivation-modell 
O2   Sauerstoff 
PBS   phosphate buffered saline 
PET   Positronenemissionstomographie 
PFA   Paraformaldehyde        
pH   pH-Wert 
PSA-NCAM  polysialylated neuronal cell adhesion molecule   
RiPSCs  RNA-induzierte pluripotente Stammzellen 
rtPA   recombinant tissue plasminogen activator 
Sox2   sex determining region Y box 2 
TBS   tris-buffered saline 
TIA   transitorische ischämische Attacke 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
VPA   valproic acid 
ZNS   zentrales Nervensystem 
µl   Mikroliter 
µmol   Mikromol 
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9 Abbildungsverzeichnis 
Die Abbildungen 1 bis 10 sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden. 
Abbildung 1: NES-Zellen, Proliferationstag 52, Kontrollfärbung auf Nestin, hier grün (A), DAPI, hier blau 
(B) und MAP2a, hier im leeren Kanal (C) in Einzelkanälen und im Fusionsbild (D) .......................41 
Abbildung 2: NES-Zellen Differenzierungstag 24. gefärbt auf DAPI, hier blau (A), ki67, hier grün (B) und 
MAP2a, hier rot (C) und im Fusionsbild (D) .................................................................................42 
Abbildung 3: NES-Zellen behandelt ausschließlich mit 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in 
rot (D) und im Fusionsbild (E) ......................................................................................................44 
Abbildung 4: NES-Zellen behandelt mit 24 h AraC und 24 h EdU mit einer Latenz von wiederum 24 h, 
fixiert am Differenzierungstag 23, Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), 
DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in rot (D) und im Fusionsbild (E) .............................................45 
Abbildung 5: NES-Zellen behandelt mit 24 h AraC und 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in 
rot (D) und im Fusionsbild (E) ......................................................................................................46 
Abbildung 6: NES-Zellen behandelt mit 48 h AraC und 24 h EdU, fixiert am Differenzierungstag 23, 
Färbung auf EdU hier in grün (A), Caspase hier in türkis (B), DAPI hier in blau (C), MAP2a hier in 
rot (D) und im Fusionsbild (E) ......................................................................................................47 
Abbildung 7: NES-Zellen mit Start Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbung jeweils auf Map2 (hier 
rot), DAPI (hier dunkelblau), Caspase3 (hier grün) im Fusionsbild: ..............................................49 
Abbildung 8: NES-Zellen mit Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, ursprüngliche Zellzahl 0,25 x 
106 am Differenzierungstag Null, Färbung jeweils auf Map2a (hier rot), DAPI (hier dunkelblau), 
Caspase3 (hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild: ..........................................................50 
Abbildung 9: Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbungen jeweils auf Map2a (hier rot), 
DAPI (hier dunkelblau), Caspase3 (hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild, NES-Zellen vor 
Hypoxie jeweils 24 h mit AraC und nach Hypoxie jeweils mit 24 h EdU behandelt: ......................53 
Abbildung 10: Start der Hypoxie am Differenzierungstag 27, Färbungen jeweils auf Map2a (hier rot), 
DAPI (hier dunkelblau), Caspase3 (hier türkis) und EdU (hier grün) im Fusionsbild, NES-Zellen vor 
Hypoxie jeweils 24 h mit AraC und nach Hypoxie jeweils mit 48 h EdU behandelt: ......................53 
 
